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RESUMO

Dois locos autossémicos (BCHE e CHEZ) determinam a variabilidade da
butirilcolinesterase (BChE). O loco CHEZ determina os fenotipos CHE2 C5- e CHE2
C5+, caracterizados pela auséncia ou presenga do complexo Cs, constituido pela
associacdo da BChE com uma proteina ainda desconhecida, de producéo
controlada por este loco. Além desta forma molecular, a BChE apresenta-se em
associagcbes homodlogas e heterdlogas que sdo estudadas por métodos
eletroforéticos. A BChE tem mostrado relagdo com diversos quadros patoldgicos,
especialmente aqueles que possuem alteracdes lipoprotéicas. Um destes quadros é
o diabetes mellitus (DM), que agrupa varios disturbios metabdlicos, envolvendo a
obesidade e alto risco de doenca arterial coronariana. Foi observado que as fragdes
de baixo peso molecular (PM) da BChE apresentam comportamento atipico em
obesos. Portanto, o objetivo deste trabalho é estudar o comportamento da BChE e
de suas fracdes de baixo PM nos diabéticos tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2). Foram
analisadas amostras de DM1, DM2 e n&o diabéticos, para atividade total de BChE,
por espectrometria e para as atividades absolutas (AAs) de cada uma das bandas de
baixo PM por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguida de reacao por coloracéo
especifica sobre o gel. Os resultados mostraram que os diabéticos CHE2 C5-, de
maneira semelhante aos obesos, mostraram deficiéncia da B6, que corre entre o
dimero e o trimero e cuja composi¢ao ainda é desconhecida. Nos DM1, o indice de
massa corporal (IMC) se correlacionou negativamente com as AAs das bandas 2, 3,
5, 6 e 7 e nos DM2 a razéo cintura/ altura mostrou correlagao positiva com as AAs
das bandas 1, 2, 3, 4 e 5, relacionado o maior grau de obesidade dos DM2 e
indicando que, provavelmente, a falta de insulina nos DM1 leva a uma deficiéncia na
deposicdo de adiposidade nestes pacientes, prejudicando a secrecdo hepatica de
BChE. Nos DM2, CHE2 C5-, observou-se um aumento médio nas AAs de B4
(monémero-albumina), dando indicagdo de maior lipdlise nestes pacientes; B1
(monémero) e B7 (trimero) relacionados a maior degradacdo e/ou maior produgao
extra hepatica da BChE e de B5 (dimero) indicando maior producéo hepatica dos
tetr@meros. Os DM1 também mostraram aumentos de B1, B4 e B7, porém nao de
BS5, fato este que talvez possa ser usado para diferenciar DM1 de DM2. Qutra
diferenca observada entre os dois grupos foram as correlagdes negativas das
bandas com o IMC nos DM1 e positivas com CALT (razéo cintura/altura) nos DM2.
Nos CHE2 C5+, pode-se concluir que este fendtipo possui uma relativa funcéo de
protecéo contra as alteracées metabdlicas no organismo e que esta protecdo pode
ser perdida nos pacientes diabéticos, mas isto € apenas uma sugestdo, uma vez que
o numero de amostras CHE2 C5+ analisadas foi pequeno.



ABSTRACT

Two autossomic loci (BCHE and CHEZ2) determine the butyrylcholinesterase (BChE)
variability. The CHEZ locus determines the presence or absence of the Cs complex,
an association of BChE with a still unknown protein controlled by this locus, giving
the CHE2 C5+ and CHE2 C5- phenotypes, respectively. These and other molecular
forms of BChE are homologous and heterologous associations of BChE, and can be
studied by electrophoretic methods. BChE have been correlated with several
pathologic situations, specially related with metabolic diseases, as lipoprotein
alterations and obesity. One of these pathologies is Diabetes Mellitus (DM), which is
composed by several metabolic disturbances, envolving obesity and increasing the
risks for coronary heart disease. Earlier studies have showed that the low molecular
weight forms of BChE present atypical behavior in obese individuals. So, the aim of
this study is to verify the behavior of the low molecular weight forms within DM type 1
(DM1) and DM type 2 (DM2). Samples of three groups of individuals were analyzed:
DM1, DM2 and non diabetic controls, for total BChE activity (ABChE) by
spectrometry and the activity of each low molecular weight form (AAs), by
polyacrylamide gel electrophoresis method, followed by specific coloring reaction.
The results about DM CHE2 C5- showed that, like obese individuals, DM patients
have deficiency of B6, that runs between dimer and trimer and whose composition is
still unknown; in DM1, body mass index (BMI) correlated negatively with the AAs of
bands 2, 3, 5, 6 and 7, and in DM2, the waist to height ratio (WHtR) correlated
positively with the AAs of bands 1, 2, 3, 4 and 5, indicating that DM2 are more obese
and, probably because of the lack of insulin, DM1 have lower rates of adiposity
deposition, impairing the hepatic secretion of BChE; in DM2, increases in the AA of
B4 (monomer plus albumin) indicate higher lipolysis in these patients, in the AA of B1
(monomer) and B7 (trimer) indicate that these patients have higher rates of BChE
degradation and/or extra hepatic production of the enzyme, and in the AA of B5
(dimer) indicate that they also have higher hepatic production of BChE. DM1 showed
increases in the AAs of B1, B4 and B7, but a reduction in the AA of B5, fact that may
be used as a clue for the differentiation between DM1 and DM2. Another difference
observed in CHE2 C5- samples, is that BMI correlated negatively with the AAs of the
bands of DM1, and that WHtR correlated positively with the bands in DM2. In CHE2
C5+ controls, can be concluded that this phenotype give a relative protection against
metabolic alterations, and that this protection may be lost in DM patients; but this is
only a suggestion, once the number of CHE2 C5+ samples used was to low.



1. INTRODUCAO

A butirilcolinesterase (BChE) é codificada pelo loco BCHE, situado no brago
longo do cromossomo 3; € uma proteina altamente polimérfica, mostrando variacbes
genéticas e moleculares complexas, incluindo isoenzimas e aleloenzimas e ainda
nao possui sua fungao fisioldgica determinada. A BChE pode apresentar-se isolada
(monémero), em associacdes homologas (dimero, trimero e tetrdmero), ou compor
formas heterdlogas, nas quais esta associada a outras substancias que néo a BChE.
Nas pesquisas laboratoriais, 0 maior numero de bandas eletroforéticas da BChE foi
detectado em gel de poliacrilamida, como 12 bandas, o que leva a conclusdo da
provavel existéncia de 8 formas heterdlogas da enzima, uma vez que existem 4
formas homdlogas conhecidas. Duas das formas heterdlogas s&o G1-alb, constituida
do mondémero ligado a albumina, e Cs, que é a BChE monomérica ligada a um
componente ainda desconhecido determinado pelo loco CHEZ, localizado no brago
longo do cromossomo 2. Os fendtipos dessa interagéo entre o loco BCHE e o loco
CHE? s&o classificados como CHE2 C5+ e CHE2 C5-, pela presenga ou auséncia
do complexo Csno soro, respectivamente.

Variagdes na atividade da BChE tém sido relacionadas a diversos fatores,
estando entre os que determinam seu aumento o diabetes mellitus, a dislipidemia e
a obesidade, além da presencga do complexo Cs.

O termo diabetes mellitus (DM) envolve um grupo de disturbios metabdlicos
caracterizados por hiperglicemia em consequéncia de defeitos na secrecdo de
insulina, na acdo deste hormdénio no organismo ou em ambos estes aspectos. A
doenca € classificada em dois grupos principais de acordo com sua etiopatogenia:
tipo 1 (DM1), cuja causa € a destruicdo das células 3 pancreaticas, com deficiéncia
na secrec¢do de insulina, em consequéncia de um processo autoimune ou idiopatico
e tipo 2 (DM2), cuja causa € uma combinacdo de resisténcia periférica a acédo da

insulina com uma resposta compensatéria inadequada na secre¢édo deste horménio.

A obesidade em adulto jovem tem sido positivamente relacionada com o
desenvolvimento de diabetes subsequente e a atividade da BChE esta

positivamente relacionada com peso corporal em adultos. Obesos CHE2 C5-" e



CHE2 C5+ apresentam, em média, maior atividade do monémero (Gi) e menor
atividade do mondmero ligado a albumina (Gi-alb) e do dimero (G»), do que os nao
obesos; apenas cerca de 75% dos obesos apresentam a banda Gs-alb, diferindo dos
nao obesos (100%); obesos com e sem Gs-alb n&o diferem quanto ao nivel médio de
albumina; as atividades das bandas G; a G4 assim como de G1-alb, estido
igualmente correlacionadas em nao obesos, enquanto nos obesos a correlacéo
difere entre as bandas.

A associacdo, nos pacientes diabéticos, entre a doenca e disturbios
metabdlicos, a constatacdo da existéncia de correlagbes entre atividade da BChE
com estes disturbios e os diferentes comportamentos apresentados pelas bandas de
menores pesos moleculares em obesos e ndo obesos, criaram o interesse em
observar o comportamento das formas de menor peso molecular nos individuos
diabéticos, tanto do tipo 1 quanto do tipo 2; e correlaciona-las com alguns dados

antropomeétricos, bioquimicos e hormonais destes pacientes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. GENERALIDADES SOBRE COLINESTERASES

DALE (1914) sugeriu que uma enzima, presente no sangue, fosse
responsavel por catalisar a hidrolise de ésteres da colina. O termo colinesterase foi
usado pela primeira vez por STEDMAN e EASSON (1932) para descrever uma
enzima presente em soro equino, responsavel pela hidrélise de ésteres da colina;
esta denominacdo esta reservada as enzimas esterases que s&o inibidas pela
fisostigmina na concentracdo de 10° M, uma vez que a fisostigmina nesta
concentragdo ndo inibe as outras esterases (AUGUSTINSSON e BARR, 1963).
ALLES e HAWES (1940), descreveram a existéncia de duas enzimas que catalisam
eficientemente a colina, uma quimicamente classificada como acetilcolinesterase
(AChE) e outra, como butirilcolinesterase (BChE).

A AChE, também denominada acetilcolina acetilhidrolase (EC 3.1.1.7),
colinesterase | ou colinesterase verdadeira, € encontrada nos eritrocitos, pulmoes,
baco, terminagdes nervosas € massa cinzenta cerebral. A BChE, igualmente
conhecida por pseudocolinesterase, colinesterase do soro ou colinesterase I,
colinesterase ndo especifica ou colinesterase plasmatica (EC 3.1.1.8) € encontrada
no figado, pulmdes, coracdo, cérebro (LEHMANN et al., 2000), sangue e tecido
adiposo (ORESKOVIC e KUNEC-VAJIC, 1992).

A BChE encontrada no sangue é produzida no figado (WESCOE et al,
1947: LEHMANN et al., 2000). A enzima proveniente do figado apresenta meia vida
plasmatica de 12 a 14 dias (TIETZ, 1995). ORESKOVIC e KUNEC-VAJIC (1992) e
POPOVIC et al. (1998) relataram a possibilidade da BChE ser produzida também no
tecido adiposo, entretanto sendo regulada por mecanismos diferentes dos que
controlam a via hepatica, uma vez que os diferentes tecidos apresentariam
mecanismos diferentes de produgéo da enzima. A BChE encontrada no cérebro nao
deriva do soro, mas € produzida no proprio tecido cerebral (PRODY et al., 1987;
McTIERNAN et al., 1987).

A BChE apresenta ampla semelhancga estrutural com a AChE, porém difere

quanto ao controle genético e em caracteristicas relacionadas a sua atividade. BChE



hidrolisa a butirilcolina (BCh) na mesma intensidade ou mais rapidamente que a
ACh, enquanto que a AChE hidrolisa a BCh mais lentamente que a ACh
(AUGUSTINSSON, 1971). As duas enzimas sao também diferenciadas de acordo
com seu comportamento frente a diversos inibidores (AUSTIN e BERRY, 1953). No
entanto, a mais notéria diferenca entre AChE e BChE relaciona-se as suas fungdes,
sendo a AChE responsavel pela hidrélise da ACh em colina e acetato em todos os
sitios de transmiss&o colinérgica do organismo enquanto a fungdo da BChE ainda
nado foi esclarecida completamente, bem como ainda nao foi identificado seu
substrato natural. Apesar disso, sabe-se que a enzima esta envolvida no
metabolismo de succinilcolina, procaina, clorprocaina, tetracaina, cocaina, heroina,
acido acetilsalisilico e diversos organofosforados, entre outras drogas (LOCKRIDGE,
1990).

A BChE €& uma proteina altamente polimérfica, mostrando variagbes
genéticas e moleculares complexas, incluindo isoenzimas e aleloenzimas,
determinadas por associagdes entre suas proprias moléculas e entre estas e outras
substancias existentes no sangue (revisdo em ALCANTARA, 2000). Esta variedade
nas formas moleculares da BChE parece ser resultado principalmente de
modificagcbes pos traducionais dos produtos do gene BCHE (MASSON, 1991).

A seqléncia completa de aminoacidos da enzima usual, sua forma mais
comum, ja foi determinada (LOCKRIDGE et al., 1987a), o gene da colinesterase foi
isolado e sequenciado (ARPAGAUS et al., 1990), sua localizagdo cromossémica foi
identificada (SOREQ et al., 1987; ALLDERDICE et al., 1991; GAUGHAN et al., 1991)
e sabe-se que existe somente um gene responsavel pela determinagdo da estrutura
da BChE. A cadeia de aminoacidos da estrutura primaria da BChE humana é
codificada pelo loco BCHE (ARPAGAUS et al., 1990), situado no brago longo do
cromossomo 3 , 3g26.1 — g26.2, (SPARKES et al, 1984; ZAKUT et al., 1989).
Alteragcbes nos nucleotideos deste gene sdo responsaveis por variantes da enzima;
estas alteragdes foram determinadas e, a partir dos dados obtidos, foram deduzidas
as variagbes de aminoacidos nas enzimas formadas (LA DU et al., 1991; BARTELS
et al., 1992a; 1992b; NOGUEIRA et al., 1990; 1992; McGUIRE et al., 1989; JENSEN
et al., 1992). SOUZA et al. (2005) apresentaram 58 muta¢des ndo usuais da BChE.



2.2. FENOTIPOS DA BUTIRILCOLINESTERASE

Um medicamento utilizado como relaxante muscular em anestesias
cirurgicas, a succinildicolina ou suxametdnio, é hidrolisado pela butirilcolinesterase e
seu efeito farmacolégico se manifesta somente enquanto a acdo da enzima ainda
néao foi o suficiente para a depuracéo de quantidade suficiente da dose administrada.
Um paciente que possua a atividade da enzima diminuida apresentara uma reducgéo
na velocidade de depuracdo do medicamento, levando-o a enfrentar um periodo de
apnéia prolongado pelo relaxamento da musculatura respiratéria, fazendo-se
necessaria utilizacdo de ventilagdo mecanica até que o medicamento seja eliminado.
O estudo destes casos deu inicio a determinagédo das variantes genéticas da BChE
(KALOW, 1959).

Os primeiros alelos identificados no loco BCHE foram os da variante usual
(BCHE™U), que € o mais comum, carregado por mais de 95% dos individuos
(WHITTAKER, 1986); da variante atipica (BCHE’A) e da variante resistente ao
fluoreto (BCHE'F) que determinam a formagéo de enzimas com comportamentos
diferentes frente a diversos inibidores utilizados nos métodos de investigacdo.

O loco CHE? determina um tipo de variabilidade da BChE ditado pela
ligacdo ou ndo da enzima a uma substancia desconhecida codificada por este loco,
que pertence ao brago longo do cromossomo 2 (EIBERG et al., 1989).

A deteccdo das variantes relacionadas a este loco € feita por uma técnica
de eletroforese que determina a presenca ou auséncia, de uma banda adicional, a
Cs. A presenca desta banda determina o fendtipo CHE2 C5+ e sua auséncia, o
fenotipo CHE2 C5-U Existem relatos de variagdes da expressividade de Cs (HARRIS
et al.,, 1963; CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., 1984; 1991) e também de atividade
aumentada da BChE em individuos CHE2 C5+, quando comparados aos de fendtipo
CHE2 C5-0(SIMPSON, 1966; SUGIMORI, 1986) devido a ocorréncia, nas amostras
CHE2 C5+ de maior numero de moléculas da enzima (ALTLAND et al., 1971).

Kalow e colaboradores descreveram individuos saudaveis com respostas
prolongadas a succinilcolina que apresentavam, ao invés do tipo usual de BChE,
uma variante anormal, denominada por estes autores de “atipica” (KALOW et al.,
1956). Esta variante nao possui a capacidade de hidrolisar a succinilcolina em doses

farmacoldgicas (KALOW, 1959), levando os pacientes a um quadro de apnéia



prolongada. KALOW e GENEST (1957) demonstraram que diferengas relacionadas
variante atipica, poderiam ser utilizadas como fator de distingdo entre estas variantes
e a enzima usual. HARRIS e WHITTAKER (1961) demonstraram que o fluoreto de
sédio, semelhantemente a dibucaina, promove inibicdo diferencial para a enzima
usual e para outras variantes da BChE e aplicaram este composto na identificagéo
de outras variantes da enzima.

O estudo de pacientes saudaveis, cujas amostras de plasma careciam
totalmente de atividade colinesterasica, levou a descoberta de uma variante
enzimatica denominada silenciosa, cujas moléculas ndo apresentam a estrutura
necessaria para promover a hidrdlise das ligacbes éster da colina (HART e
MITCHELL, 1962; LIDELL et al., 1962). No entanto, alguns individuos classificados
como homozigotos para o fendtipo silencioso, apresentavam alguma atividade
colinesterasica plasmatica (GUTSCHE et al., 1967), o que levou a concluséo de que
existem diversos tipos de variantes silenciosas (RUBINSTEIN et al., 1970; SCOTT e
WRIGHT, 1976). Os genes responsaveis pelas variantes silenciosas séo alélicos aos
das formas usual, atipica e resistente ao fluoreto (SCOTT, 1973; SIMPSON e
KALOW, 1964) e também s&o genes raros (STEEGMULLER, 1975).

Trés variantes mais estudadas da BChE apresentam ou alteragdes na
atividade catalitica ou alteracbes em sua sintese e estabilidade, apresentando
menor numero de moléculas no plasma (PANTUCK, 1993), levando a reduc&o na
atividade total da enzima: variante K leva a reducdo de 33% na atividade
colinesterasica plasmatica (RUBINSTEIN et al., 1978), a variante J, reducéo de 66%
(GARRY et al., 1976) e a variante H, de 90% (WHITTAKER e BRITTEN, 1987).

Os testes tradicionalmente utilizados na identificagéo de variantes da BChE,
como a inibi¢do por dibucaina e por fluoreto e a medida da atividade plasmatica, ndo
sao satisfatorios em certos casos que, mesmo apresentando resposta prolongada a
succinilcolina, s&o classificados como fendtipo usual. Isto sugere que existam outras
variantes fenotipicas da enzima ainda n&o reconhecidas (PANTUCK, 1993).
Atualmente, técnicas de biologia molecular tém auxiliado na caracterizagdo das
variantes da BChE.



2.3. ESTRUTURA MOLECULAR DA BUTIRILCOLINESTERASE

A falta de um modelo tridimensional definitivo para a BChE tem sido fator
limitante no estudo da enzima e para este fim, tem sido utilizado um modelo baseado
na homologia da estrutura da BChE com a estrutura da AChE. AChE e BChE
apresentam homologia de 65% na cadeia de aminoacidos, possuem formas
moleculares similares e estrutura do centro ativo semelhante, apesar de serem
produtos de genes diferentes (MILLARD e BROOMFIELD, 1992). A estrutura
molecular da AChE tem sido esclarecida utilizando-se métodos cristalograficos e de
raios X, combinados com ligantes especificos e enzimas mutantes e a forma que se
tem observado € de uma proteina globular com um centro ativo inserido no interior
de uma fenda estreita em forma de garganta, constituindo a entrada do centro ativo
(SUSSMAN et al., 1991).

A BChE humana €& uma proteina homotetramérica, com 340 kDa e
pesadamente glicosilada, apresentando nove cadeias de carbohidratos em cada
subunidade, que representam 23,9% do peso molecular do monémero (LOCKRIDGE
et al.,, 1979; 1987). As cadeias de oligossacarideos podem perturbar o processo de
cristalizacdo da molécula, ja que estas cadeias podem blindar a superficie da
proteina e dificultar sua cristalizagdo (NACHON et al., 2002). No entanto, em 2003,
NICOLET et al. determinaram a estrutura cristalina da BChE. A glicosilagdo
influencia a estrutura quaternaria, a estabilidade, a solubilidade e também a
depuragdo das formas plasmaticas da enzima, protegendo a estrutura da protedlise;
estes fatores contribuem para o seu longo tempo de meia vida na circulacao
sanguinea (SAXENA et al., 1997a; WANG et al.,, 1996; KRONMAN et al., 1995;
2000). Na AChE, o padrao de glicosilagéo pode variar de acordo com o tecido, mas
nao influencia sua capacidade catalitica (LIAO et al., 1992); o mesmo foi observado
com a BChE em estudos utilizando a proteina sem as cadeias de oligossacarideos;
DREYFUS et al. (1989) e SOREK et al. (1989) demonstraram que a glicosilagéo &
importante para o transporte da enzima e nao para sua atividade catalitica.

O peso molecular do monémero, calculado pela sequéncia de aminoacidos
€ 65,092;: HAUPT et al. (1966) demonstraram que as cadeias de carbohidratos
correspondem a 23,9% da BChE, elevando o peso molecular do monémero a um

total de 85,534. O tetramero possui um peso molecular de 342,136 e este valor é



aproximado porque o peso das cadeias de carbohidratos ndo é exato. Por
eletroforese em poliacrilamida com dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE),
LOCKRIDGE et al. (1979) e LOCKRIDGE e LA DU (1986) determinaram os pesos
do monémero e dimero em 90,0 e 180,0, respectivamente. Por ultracentrifugacéo, o
peso do monémero foi determinado em 85,0 (MUENSCH et al., 1976) e por filtragéo
em gel de Sephadex, em 81,0 por LA DU e DEWALD (1970) e em 86,0 por BOUTIN
e BRODEUR (1971).

As colinesterases sdo notaveis pela sua razdo de catabolismo, que se
aproxima da raz&o de difusdo do substrato, o limite tedrico para o catabolismo de
qualquer enzima. Modelos de distribuicdo de carga na estrutura da AChE sugerem
que a enzima € um dipolo muito forte, com campos que atraem a carga positiva da
acetilcolina para dentro da garganta até o sitio ativo; entdo, o0 mesmo campo
promove a expulsdo do ion acetato, produto final da reacdo (SCHWARZ et al.,
1995). Também foi sugerido que uma porta movel permite a saida da colina do
centro ativo diretamente para o meio, sem a necessidade de passar, em um sentido
de volta, pela extensdo da garganta (GILSON et al., 1994). No entanto, este aspecto
ainda carece de confirmagao experimental.

A principal forma da BChE é um tetramero hidrossoluvel; cada subunidade
consiste em uma proteina de 574 aminoacidos, com trés pontes de dissulfeto
internas entre Cys65 e Cys92, Cys252 e Cys263 e Cys400 e Cys519 (McQUEEN,
1995) que contribuem para a estrutura terciaria da proteina; os monémeros formam
dimeros por pontes de dissulfeto entre as cisteinas da posicédo 571; a funcado desta
ponte de dissulfeto € estabilizar o dimero. Dois dimeros s&o conectados por fortes
ligacdes nao covalentes, formando um tetramero (COKUGRAS, 2003). As
subunidades monomeéricas sao idénticas (McQUEEN, 1995).

Em cada mondmero, um sitio aniénico periférico esta situado na borda da
garganta (FIGURA 1). Neste sitio, Asp70 e Tyr332 estdo envolvidos na ligagao inicial
de substratos carregados positivamente, como colina contendo aménio quaternario,
e no controle da ativagéo inicial. A enzima apresenta uma ponte de hidrogénio entre
Asp70 e Tyr332, que controla a estrutura funcional da garganta da enzima. Quando
um substrato carregado positivamente liga-se a enzima, formando complexo com
Tyr332, interage ao mesmo tempo com Asp70 e este processo leva a uma alteragao

conformacional no monémero, com os dois bracgos flexiveis em émega, presentes na



garganta da molécula, se fechando e permitindo que o substrato deslize até Trp82
do sitio de ligag&o da colina, no centro ativo da enzima. Este ponto foi denominado
sitio anidnico, apesar de se saber que este sitio ndo apresenta residuo negativo
(COKUGRAS, 2003).

FIGURA 1 — ESTRUTURA ESQUEMATICA DA MOLECULA DO MONOMERO DA BChE HUMANA

SITIO ANIONICO PERIFERICO

WDW

TRIADE CATALITICA
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SiTIO ESTERASICO

Adaptado de COKUGRAS, 2003.

O substrato sofre reposicionamento rotacional, até a posi¢éo horizontal no
sitio esterasico da enzima, onde estara pronto para sofrer hidrolise pela triade
catalitica deste sitio composta por Ser198, His438 e Glu325 (SHAFFERMAN et al.,
1992).

O volume da garganta na molécula da BChE é maior que na AChE devido
ao fato de alguns residuos de amino&cidos situados na entrada da garganta serem
alifaticos na BChE e aroméaticos na AChE e este € um dos aspectos responsaveis

pelas diferengas na seletividade das enzimas por substratos (SAXENA et al., 1997b).



2.4. FORMAS MOLECULARES DA BUTIRILCOLINESTERASE

O polimorfismo da BChE caracteriza-se pelo aparecimento de diversas
formas moleculares no plasma; HARRIS et al. (1962) encontraram quatro formas
com atividades diferentes, denominadas, em ordem decrescente de acordo com
suas mobilidades eletroforéticas, de C4, Cz, C3 € C4. HARRIS € ROBSON (1963)
relataram que estas formas diferiam entre si quanto aos seus pesos moleculares.
SCOTT e POWERS (1972) sugeriram que C4 fosse composto por um tetramero e
C4, por um mondmero. MASSON (1979) descreveu C3 como um dimero e, mais
tarde, C, como um monémero associado covalentemente a albumina sérica,
denominando-o Cs-alb (MASSON, 1989).

O maior numero de formas moleculares da BChE foi encontrado por JUUL
(1968), que determinou a presenga no soro, de 12 bandas eletroforéticas. Uma vez
que se conhecem quatro formas homdlogas, conclui-se que devem existir oito
formas heterdlogas. Destas, somente a forma C,, ou Cq-alb, possui identificada a
substancia a qual a enzima esta ligada, sendo esta a albumina (revisdo em
ALCANTARA, 2000).

MASSON (1991) propbs que uma nova nomenclatura baseada na estrutura
molecular seria mais conveniente que a baseada na mobilidade eletroforética, e
recomendou as designagdes Gy, G, e G4, de acordo com 0 numero de subunidades
monomeéricas, para Cy, C3 e C4, uma vez que estas sdo formas globulares de
mondmero, dimero e tetramero, respectivamente.

Em eletroforese em gel de poliacrilamida, o monémero (G4) move-se mais
rapidamente, sendo seguido pelo conjunto monémero ligado a albumina (Gs-alb),
pelo dimero (Gy) e pelo tetramero (G4). Em 1991, MASSON observou uma fragéo
eletroforética adicional, posicionada entre G, e G4 e demonstrou que esta se
constitui em um trimero, denominando-o Ggs; este é formado progressivamente, pela
acéo de proteases, a partir do tetramero (SAEED, 1971). HARRIS e colaboradores
(1962) determinaram a presencga de uma banda de mobilidade lenta, localizada atras
de C4, que denominaram Cs. Sabe-se que esta banda € um oligémero heterdlogo
formado pela ligacdo da BChE a uma proteina polimérfica ainda ndo conhecida
(MASSON, 1991), determinada pelo loco CHE? (EIBERG et al., 1989). SOUZA

(1995) descreveu uma forma supostamente heteromérica da BChE, denominada
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Cys, ligada a uma substancia também desconhecida, e que esta presente em todos
os individuos (SOUZA et al., 2003).

As formas G4, G, e G4 s&o parcialmente interconversiveis e as formas Gy e
G3 podem ser fragbes de degradagéo ou precursoras de G4 (LA MOTTA et al., 1968;
MASSON, 1979). Entretanto, o processo de construgdo das formas moleculares
naturais da BChE permanece ainda desconhecido (MASSON, 1989).

Além das formas discutidas acima, outras tém sido descobertas a partir de
estudos em populacbes especificas, mostrando padrdes caracteristicos, como
bandas adicionais, de comportamento eletroforético diferente e atividade enzimatica
variavel, podendo ser maior ou menor que as bandas comuns a maioria da
populacdo (VAN ROS e DRUET, 1966; ASHTON e SIMPSON, 1966; NEITLICH,
1966; GALLANGO e ARENDS, 1969; YOSHIDA e MOTULSKY, 1969; YAMAMOTO
et al., 1986; 1987).

2.5. PESQUISAS RELACIONADAS AS ISOENZIMAS DA BChE

Diversas pesquisas tém sido realizadas tendo como objeto as diversas
formas isoenzimaticas da BChE, diferenciando-se basicamente em seus objetivos,
mas apresentando também resultados amplamente variados.

Os métodos utilizados nestas pesquisas baseiam-se em procedimentos de
separacdo eletroforética por gradiente de gel de poliacrilamida. As metodologias
laboratoriais utilizadas nas pesquisas variam de acordo com o0s objetivos das
pesquisas € com o tipo de amostra biolégica com que se esta trabalhando, sendo,
além da eletroforese, também utilizados métodos de eluicdo da enzima por tampdes
salinos a partir de amostras de tecidos, seguidos de separacdo de suas formas
moleculares em colunas ibnicas e métodos de centrifugagcdo com gradiente de
densidade.

Curiosamente, os resultados obtidos em relagdo ao numero de isoenzimas
variam bastante. Algumas pesquisas encontraram 4 formas isoenzimaticas
(NOVACEK et al., 1996; MASSON, 1979; CHIU et al., 1972), outras 4 a 5 formas
(LEMBERG et al., 1981), 7 (HADA et al., 1985), 8 (KORENOVSKY et al., 1990) e 12

formas isoenzimaticas (JUUL, 1968). Uma publicacdo mostrou como resultado 20
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formas isoenzimaticas (YAMANADA et al., 1993), porém esta pesquisa n&o procurou
diferenciar as subclasses de colinesterases e provavelmente dentro deste grupo de
20 formas, est&o presentes AChE e BChE. Este tipo de abordagem do estudo das
colinesterases tem se mostrado frequente nos estudos relacionados a intoxicagbes
por organofosforados.

Um dos principais objetivos das pesquisas tem sido a tentativa de relacionar
as alteragdes nas atividades e freqUéncias das isoenzimas de BChE com doencas
hepaticas, como hepatites agudas, cirrose e tumores hepaticos primarios e
secundarios (LEMBERG et al.,, 1981; KARLINSKI et al., 1991; DEUTSCH e
CAMPBELL, 1984; HADA et al., 1988); também vém sendo amplamente estudadas
as variagdes enzimaticas em doencgas neuropsiquiatricas (ARENDT et al., 1992;
DEUTSCH e CAMPBELL, 1984) e neurologicas (LYLES et al.,, 1980) e outras
patologias, como doenga de Crohn (NOVACEK et al., 1996).

FreqUentes também sdo os trabalhos relacionados ao uso de
medicamentos (KORENOVSKY et al.,, 1990) e especialmente, a exposicdo a
compostos organofosforados, utilizados tanto como inseticidas quanto como armas
quimicas (YAMANADA et al., 1993).

Outras publicagdes relacionam as isoenzimas de BChE com lipoproteinas
(UDOM et al, 1989); buscam encontrar um padrdo de alteragdes fisioldgicas
associadas a AChE e relacionadas a evolugéo embrionaria (SMUCKER e WILSON,
1990); procuram fazer um “mapeamento” da distribuicdo das isoenzimas em tecidos
sob condi¢des normais e patolégicas (GOMEZ et al., 2000; FRIEDRICH et al., 1994;
ORTONNE et al, 1979), ou ainda apresentam estudos de casos de
hipercolinesterasemia familiar, com algumas familias apresentando bandas extras
caracteristicas (HADA et al., 1985; YAMAMOTO et al., 1986).

2.6. FUNCOES DA BUTIRILCOLINESTERASE

Criaram-se diversas teorias para explicar a fungéo fisiolégica da BChE
afirmando, por exemplo, que sua presenca seria necessaria em situagdes de intensa
atividade muscular, onde as concentracdes de acetilcolina seriam suficientes para
inibir a AChE (LEHMANN e SILK, 1953); que seria responsavel pelo metabolismo de
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ésteres de colina toxicos resultantes do metabolismo lipidico intestinal (CLITHEROW
et al.,, 1963); que faria a manutencdo de niveis adequados de colina para fins
sintéticos (FUNNEL e OLIVER, 1966) ou que faria o controle fisiolégico da
substancia P (LOCKRIDGE, 1982). No entanto, a presenga de BChE em tecidos que
nao possuem inervacao colinérgica leva a crer que a enzima apresenta funcoes
diferentes, além da hidrolise da acetilcolina (JAGNATHAN e BOOPATHY, 2000). No
entanto, alguns pacientes mesmo n&o apresentando qualquer atividade sérica de
BChE, ndo possuem qualquer manifestagéo problematica que possa ser relacionada
a este fato, o que leva a crer que a enzima certamente possui uma fun¢do um pouco
mais sutil que as defendidas pelas hipdteses citadas ou que estes pacientes
apresentam um mecanismo compensatorio ainda desconhecido.

A atividade da BChE tem sido correlacionada com os niveis séricos de CT,
TG e especialmente com o logaritmo de TG (CUCUIANU et al., 1968), além de LDL
(KUTTY, 1972; WAY et al., 1975), o que poderia indicar uma fung&o estabilizadora
na composi¢ao das lipoproteinas ou que funcionaria como um cofator na conversao
de VLDL para moléculas lipoprotéicas de maior densidade (KUTTY et al., 1977).

LAWRENCE e MELNICK (1961) sugeriram que lipoproteinas séricas
formam um complexo instavel com a BChE, e que a estrutura formada funcionaria
como carreador da enzima em seu estado inativo na circulagdo. Este complexo é
considerado como resultado de unido fisica da enzima com as lipoproteinas, ja que
pode ser facilmente dissociado por métodos fisicos, fato reforcado pelos dados de
DUBBS (1966), que demonstraram a elevagéo dos niveis de atividade da BChE
apos o tratamento de amostras de plasma humano com ultra-som. Assim, € clara a
relacdo entre a BChE e as lipoproteinas (KUTTY et al., 1975; 1977), no entanto,
permanece necessaria a confirmagdo quanto a sua fungdo em relagdo a estrutura
das lipoproteinas, se seria sintética ou estrutural.

CLITHEROW et al. (1963) propuseram que a butirilCoA produzida durante o
metabolismo hepatico de acidos graxos pode, na presenga de colina, formar
butirilcolina, produto com intensa atividade nicotinica que, quando n&o depurado
adequadamente, tem grande probabilidade de resultar em efeitos toxicos. A funcéo
da BChE, segundo estes autores, seria a hidrdlise da butirilcolina em seu sitio de
formacao, permitindo que os produtos resultantes retornem as suas respectivas vias

metabdlicas, amenizando seus efeitos tdxicos. BALLANTYNE (1968) sugeriu um
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mecanismo semelhante para a BChE nos adipocitos. No entanto, o fato de ainda
nao ter sido encontrada butirilcolina ou outra acilcolina soluvel no soro de mamiferos
apresenta-se como objecao a estes pressupostos.

Diversos estudos fazem relagéo entre BChE, metabolismo lipidico anormal
e assimilagdo de alimentos. Nestes casos, 0s pacientes apresentam usualmente
niveis elevados de VLDL, caracterizando o tipo de hiperlipoproteinemia relacionada
com sintese aumentada de triglicérides no figado, em conseqléncia do excesso de
acidos graxos provenientes do metabolismo lipidico ou do transporte implementado
a partir dos adipdcitos, o que resulta em um “turnover’ aumentado de acidos graxos
(FREDRICKSON e LEE, 1965).

Como né&o se chegou ainda a um consenso quanto a sua fungao fisioldgica,
o principal interesse das medidas laboratoriais da BChE tem sido sua relagéo com o

relaxante muscular succinilcolina e com quadros de intoxicagdes.

2.7. CORRELAGOES FISIOPATOLOGICAS DA BUTIRILCOLINESTERASE

Varios fatores tém sido associados com variagbes na atividade da BChE;
entre 0s que determinam sua diminuicdo encontram-se, por exemplo, os estrégenos
(SIDELL e KAMINSKIS, 1975) e, entre 0os que se relacionam ao seu aumento, 0
diabetes mellitus (CUCUIANU et al., 2002), a hiperlipoproteinemia e a obesidade
(revisdo em KUTTY, 1980) e a hiperuricemia (KARIO e MATSUO, 1991).

Como a BChE sérica tem sua sintese no figado, qualquer situagdo que
promova diminuicdo da atividade sintética hepatica trara como consequéncia
reducao na atividade da enzima, como por exemplo, cirrose e hepatite (SINGH et al.,
1976), doengcas malignas (GHOOI et al.,, 1980), doenca renal crénica (YANAI e
HOSHINO, 2001) e dengue (DJOJODIBROTO et al., 1978).

Diversos autores tém relatado associacdo fisica da BChE com
lipoproteinas, como lipoproteinas de baixa densidade, LDL (LAWRENCE e
MELNICK, 1961; KUTTY e ACHARYA, 1972; KUTTY et al., 1973; 1975; 1977,
RYHANEN et al., 1982) e lipoproteinas de alta densidade, HDL (RYHANEN et al.,
1982); relagéo positiva com concentragao de triglicérides (CUCUIANU et al., 1975;
CROOK et al., 1994; ALCANTARA et al., 2002), colesterol (MAGARIAN e DIETZ,
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1987: ALCANTARA et al., 2002) e apolipoproteina B (CROOK et al., 1994;
ALCANTARA et al., 2002). CUCUIANU et al. (1975) e MAGARIAN e DIETZ (1987)
relacionam a BChE com uma fun¢&o na produgéo de VLDL e LDL.

A atividade da BChE esta positivamente relacionada com peso corporal em
adultos (SIMPSON, 1966; CUCUIANU et al., 1968, STUEBER-ODEBRECHT et al.,
1985; BROCK e BROCK, 1990). Médias significativamente menores de peso
corporal (CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., 1991) e de indice de massa corporal,
IMC (ALCANTARA et al., 2001), foram demonstradas em individuos CHE2 C5+, com
intensa atividade da banda Cs, quando comparados aos seus controles CHE2 C5-.

PAVKOVIC et al. (1993) relataram atividade levemente aumentada de
BChE em pacientes com tolerancia prejudicada a glicose ou diabetes mellitus tipo 2,
em relag@o aos pacientes que apresentam somente um quadro de hiperlipidemia.

CIPRIANI (1999) encontrou correlagdo positiva entre IMC, monbémero e
trimero da BChE e relagéo negativa entre IMC e dimero, o que leva a crer que nos
individuos obesos, ocorre maior degradacdo do tetramero formando como
subprodutos monémero e trimero e dificultando a formagcdo de dimero. Também
observou que nos individuos obesos, a proporgéo de Gi-alb € menor (73%) que nos
n&o obesos (100%).

Em ratos com DM induzido, utilizados como modelo para estudos da
doenca, observou-se aumento da ABChE, ftriglicérides e glicerol; a utilizacdo de
insulina nestes modelos reduziu estes indices € a utilizacdo de um inibidor especifico
para BChE, levou a reducéo de LDL, triglicérides, glicerol e glicose. Conclui-se que a
BChE tem papel pivd no metabolismo lipidico anormal e possivelmente, no
metabolismo de carbohidratos no DM. Existe a hipdtese que a sintese e secrecio de
BChE hepatica, sofre controle inibitorio pela insulina e que este controle se perderia
na deficiéncia relativa de insulina, como no DM tipo 1, e na insensibilidade a insulina,
como no DM tipo 2, levando a um aumento na ABChE, o que resultaria em
hipertrigliceridemia (ANNAPURNA et al., 1991).
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2.8. DIABETES MELLITUS

Segundo o Consenso Brasileiro sobre Diabetes (MILECH et al., 2001) o
termo diabetes mellitus envolve um grupo de disturbios metabdlicos caracterizados
por hiperglicemia em consequéncia de defeitos na secrecdo de insulina, na agao
deste horménio sobre o organismo ou em ambos os aspectos. Diversos processos
patogénicos estdo envolvidos na instalagdo do quadro diabético, e vao desde dano
de células 3 do pancreas, responsaveis pela secrecédo de insulina, com consequente
diminuicdo no horménio, até perda de sua eficacia biolégica sobre os tecidos alvos,
levando a alteragcbes nos metabolismos de carbohidratos, gorduras e proteinas. Em
certos pacientes, a deficiéncia na secrecédo de insulina coexiste com sua ineficacia

sobre o organismo.

Antes do surgimento de hiperglicemia mantida, acompanhada de quadro
clinico classico de DM, a sindrome passa por um estagio de disturbio do
metabolismo da glicose, caracterizado por valores glicémicos situados entre a
normalidade e a faixa diabética (WHO, 1999). O diagndstico precoce da doencga é
particularmente importante, com a finalidade de se dar inicio ao tratamento, com
especial atencdo as mudancas no estilo de vida, como adequacdo da dieta,
regularidade na pratica de exercicios fisicos, abstencdo do fumo e moderagdo no
uso de bebidas alcodlicas, aspectos que se fazem especialmente necessarios
porque o perfil glicémico sofre piora inexoravel e progressiva apés a instalacéo de

DM, mesmo com o uso de agentes antihiperglicemiantes (MILECH et al., 2001).

2.8.1. Classificagc&o do diabetes mellitus

O diabetes mellitus é classificado em dois grupos principais, de acordo

com sua etiopatogenia, tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2).

No DM1 a causa primaria € a destruicdo das células R pancreaticas, em

conseqUéncia de um processo autoimune ou idiopatico e, no DM2 a causa € uma
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combinagao de resisténcia periférica a acdo da insulina e de resposta compensatoria

inadequada da secrec¢do deste hormonio, em graus variaveis (MILECH et al., 2001).

Ainda séo categorizadas outras formas de DM, como diabetes gestacional e

outros tipos diferenciados especialmente por suas causas (TABELA 1).

TABELA 1. Classificacado do diabetes mellitus

Tipo 1. Causa: destruicdo da célula Rj geralmente ocasionando deficiéncia absoluta de insulina, de natureza autoimune ou
idiopatica.

Tipo 2. Causa: varia de uma predominancia de resisténcia insulinica com relativa deficiéncia de insulina, a um defeito
predominantemente secretério, com ou sem resisténcia insulinica

Outros tipos especificos:

Defeitos genéticos da célula Rd

Defeitos genéticos na agédo da insulina
Doengas do pancreas exécrino
Endocrinopatias

Induzidos por farmacos e agentes quimicos
Induzidos por infecgdes

Formas incomuns de diabetes imunomediados

Outras sindromes genéticas geralmente associadas ao diabetes

Diabetes gestacional

Fonte: (MILECH et al., 2001).

2.8.2. Aspectos metabdlicos do diabetes mellitus

A evolucdo até um estado hiperglicémico mantido ocorre em periodo de
tempo variavel e passa por estagios intermediarios, denominados “glicemia de
jejum alterada” (glicemia de jejum superior a 110 mg/dL e inferior a 126 mg/dL) e
“tolerancia a glicose diminuida” (glicemia de jejum inferior a 126 mg/dL e glicemia
duas horas apds ingestdo de 75 g de glicose entre 140 e 200 mg/dL). Estes
estagios ocorrem em todos os tipos de DM, mas no DM1 o periodo entre os
estagios € mais curto. DM instalada caracteriza-se por glicemia de jejum superior

a 126 mg/dL e glicemia apds ingestao de 75 g de glicose superior a 200 mg/dL.

Em longo prazo, a hiperglicemia leva a les&o renal, retinopatia, neuropatia
periférica, alteracbes gastrointestinais, genitourinarias e cardiovasculares, e

disfun¢des sexuais (MILECH et al., 2001). A doenca vascular aterosclerética é um
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importante aspecto no progndstico de pacientes com DM2 (ZIMMET, 1992;
BIERMAN, 1992) e alto indice de gordura visceral constitui-se em um dos principais
fatores relacionados com intolerancia a glicose e com o desenvolvimento de doenca
coronariana (FUJIOKA et al., 1987; BERGSTROM et al., 1990), sendo contribuinte
no acumulo de fatores de risco para DM (NAGARETANI et al., 2001) e na
deterioracao do perfil lipémico (PASCOT et al., 2000).

A maioria dos pacientes DM2 apresenta excesso de peso, sendo que a
obesidade, quando presente em adulto jovem, tem sido positivamente relacionada
com o desenvolvimento de DM2 subsequiente (COLDITZ et al., 1990; CHAN et al.,
1994). Outros fatores prognosticos de diabetes sao hiperinsulinemia, hipertenséo,
dislipidemia com valores plasmaticos baixos de HDL-C e altos de triglicérides
(MAISON et al., 2001).

A doenca arterial coronariana (DAC) é o principal aspecto responsavel pela
reducao da sobrevida de pacientes portadores de DM, constituindo a principal causa
de mortalidade nestes pacientes (PANZRAM, 1987). Este envolvimento de DAC e de
outras doencas vasculares na mortalidade em individuos diabéticos esta relacionado
com o estado diabético e a soma de fatores diversos de risco cardiovascular, como
obesidade, hipertensao arterial e dislipidemia. A dislipidemia é fator que apresenta
maior influéncia no risco cardiaco em pacientes diabéticos (LEHTO et al., 1997) e
caracteriza-se, mais frequentemente por hipertrigliceridemia, HDL-C baixo e

presenca de LDL pequena e densa (MILECH et al., 2001).

A hipertensao arterial mostra caracteristicas diferentes no DM1 e no DM2.
Nos pacientes DM2, é componente da sindrome metabdlica, presente em cerca de
50% destes individuos no momento do diagnostico. Ja nos DM1, aparece
tardiamente, geralmente em consequéncia da deteriora¢éo da funcéo renal (MILECH
et al., 2001).

Estes e outros aspectos constituem fatores de risco para DM e séo
apresentados na TABELA 2.
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TABELA 2. Fatores de risco para o diabetes mellitus

Idade superior ou igual a 45 anos

Histéria familiar de DM (pais, filhos e irmé&os)

Excesso de peso (IMC maior ou igual a 25 kg/m?)

Sedentarismo

HDL-C baixo ou TG alto

Hipertensé&o arterial

Doencga coronariana

DM gestacional prévio

Macrossomia ou histéria de abortos de repeticdo ou mortalidade perinatal
Uso de medicacéo hiperglicemiante (por exemplo, corticosterdides, tiazidicos, beta-
blogueadores)

Fonte: (MILECH et al., 2001).

2.9. INDICES ANTROPOMETRICOS

A antropometria fornece meios de facil acesso, baratos, n&o invasivos e de
aplicabilidade universal para a avaliacdo do volume, propor¢gdes e composi¢cdo do
corpo humano, que refletem o estado de saude e nutricional do individuo e podem
predizer condicbes de performance fisica, saude e sobrevida em diversas situagoes
de doencga ou né&o, sendo portanto, instrumento de grande validade nas tomadas de
decises clinicas. E reconhecido que o acumulo de gordura visceral ou gordura
central, € o maior determinante de doencas relacionadas a obesidade e grande parte
das evidéncias epidemioldgicas deste fato provém de medidas antropométricas
indicadoras de obesidade, da distribuicdo de gordura e de sua implicacdo no
acumulo de gordura visceral (SEIDELL e BOUCHARD, 1997). No entanto, nenhum
parametro antropométrico isolado tem sido universalmente aceito como superior aos
demais para avaliar o risco metabdlico associado a obesidade abdominal.

Sao medidas da gordura corporal geral, peso, indice de massa corporal
(IMC, dado pela razé&o entre o peso e o quadrado da altura) e porcentagem de
gordura corporal. S&o medidas da distribuigcdo de gordura central: circunferéncia da
cintura (CC), raz&o entre as circunferéncias da cintura e do quadril (RCQ), razéo
entre as circunferéncias da cintura e da coxa (RCC) e razdo entre a circunferéncia
da cintura e a altura (CALT).

A faixa de normalidade para IMC é bastante ampla e alguns individuos
incluidos nestes valores podem apresentar excessivo acumulo central de gordura e

elevado risco metabdlico, criando uma problematica relativa a avaliacio no risco de
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doenca relacionado a obesidade. HSIEH et al. (2003) sugeriram que CALT & um
indice efetivo para avaliagdo da distribuicdo de gordura central e pode ser
empregado para a identificagcdo de individuos com alto risco metabdlico, porém
dentro da faixa de normalidade e também na faixa de sobrepeso de IMC, uma vez
que dentre todos os indices investigados, CALT foi o que melhor sinalizou o risco
metabdlico nestes individuos, podendo ser utilizado um uUnico valor de corte tanto
para homens quanto para mulheres. Individuos com CALT superior ou igual a 0,5,
mesmo com peso normal, demonstraram correlacéo significativamente maior para o
acumulo de dois ou mais fatores de risco coronarianos, outros riscos metabdlicos e
vida sedentaria que aqueles com CALT inferior a 0,5 (HSIEH e MUTO, 2004).

IMC e CALT séo largamente utilizados como indices de obesidade para
avaliagéo de risco de diabetes e doenca arterial coronariana (DAC). Baixa estatura
em adultos foi relacionada com diabetes e acidentes vasculares; CC se mostrou
importante na avaliagédo da obesidade visceral e a associagao das duas medidas, no
indice CALT, fornecem um importante preditor de diabetes e hipertensdo. As médias
dos valores de IMC, RCQ e CALT para individuos diabéticos e hipertensos séo
significantemente maiores para ambos os sexos sendo maior o nivel de significancia
para CALT. Os valores de IMC, RCQ e CALT mostram-se correlacionados com
pressdo arterial sistélica e diastdlica, glicemia de jejum, CT e TG, sendo o maior
indice de correlagcéo pertencente ao CALT também nestes casos. Conclusivamente,
CALT é um indice de obesidade particularmente valioso na predicdo de diabetes,
hipertensédo e lipidemia (SAYEED et al., 2003). A importancia das medidas de
distribuicdo corporal de gordura na avaliagdo do risco de diabetes pode variar com a
idade e a origem étnica e a maioria dos estudos tem relacionado o efeito da gordura
corporal no risco de diabetes em populagdes caucasianas de meia idade e idosos
(TULLOCH-REID et al.,, 2003). No entanto, em pacientes com mais de 65 anos,
estes dados perdem parte da significancia (HUANG et al., 2002) e os valores dos
indices tornam-se mais limitados, principalmente devido ao acumulo progressivo de
gordura central que, naturalmente ocorre com o avango da idade (MOLARIUS et al.,
2000).

Pacientes com DM2 mostram-se mais obesos e apresentam maiores
valores de RCQ quando comparados a nao diabéticos. Diabéticos apresentam

maiores meédias das circunferéncias da cintura e menores do quadril,
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independentemente de seu grau de obesidade (medido pelo IMC), de sua idade e de
seu estilo de vida (uso de alcool e fumo, graus de atividade fisica e educacional) e
uma das possibilidades de explicacdo para este fato € que, além da obesidade
abdominal, ocorre atrofia muscular periférica associada ao DM2 (SEIDELL et al.,
1997).

Para o célculo do indice de Massa Corporal utiliza-se o indice de Quetelet
(peso em Kg/ altura® em m). Os valores de corte para IMC na predicdo de DM,
hipertenséo ou dislipidemia variam de 25,2 a 26,6 kg/m? em homens e mulheres
(BERBER et al., 2001). Na utilizacdo do RCQ, valores inferiores ou iguais a 0,95
para homens e 0,80 para mulheres caracterizam obesidade do tipo ginecdide e
valores superiores, do tipo andréide, que caracteriza a obesidade central (BRAY et
al., 1998).

2.10. LIPOPROTEINAS E RISCO METABOLICO

A obesidade visceral também tem se mostrado um fator agravante no risco
de DAC em pacientes DM1, e para a avaliagcéo da influéncia deste tipo de obesidade
nestes pacientes e também em pacientes ndo diabéticos, mas com sindrome
metabdlica, o logaritmo do triglicéride (logTG) tem mostrado bastante utilidade
apresentando relagao positiva com IMC e presséo diastdlica (SIBLEY et al., 2003).

A lipoproteina de baixa densidade, ou LDL, € a principal forma de transporte
de colesterol no sangue e basicamente esta constituida de uma carga de colesteril-
éster, revestida por proteinas e fosfolipides, sendo a apolipoproteina B 100 (Apo B
100 ou simplesmente Apo B) seu principal componente protéico (PACKARD, 2003).
No homem, existe um espectro de particulas de LDL, diferindo entre si quanto ao
tamanho, densidade, composicdo quimica, comportamento metabdlico e
aterogenicidade (WATSON et al., 1994). Esta heterogeneidade da LDL é resultado
dos multiplos caminhos metabdlicos pelos quais estas moléculas sdo produzidas
(BERNEIS e KRAUSS, 2002). Portanto, a LDL constitui-se de fato na soma de
diferentes tipos de particulas, com diferentes padrées de composicdo para cada

individuo.
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Por conveniéncia, muitos autores utilizam os termos grande, intermediaria e
pequena para designar as particulas que compdem os trés maiores grupos da LDL.
As particulas séo classificadas de acordo com suas densidades em LDL-I (grande),
com densidade variando entre 1.019 e 1.033 g/mL; LDL-Il (intermediaria), com faixa
de densidade de 1.034 a 1.044 g/mL e LDL-IlIl (pequena), com densidade entre
1.044 e 1.063 g/mL (GRIFFIN et al., 1994; ANBER et al., 1996).

A anadlise das propriedades destes grupos levou a observacdo que as
particulas menores e mais densas representam uma fracdo particularmente mais
aterogénica da populacdo de LDL (PACKARD, 2003). Esta fracdo liga-se mais
fracamente aos receptores de LDL associados ao catabolismo da lipoproteina, em
comparacgao as fragdes maiores, trazendo como consequéncia o prolongamento do
seu tempo de permanéncia no plasma (NIGON et al., 1991); contribui também para
este comportamento o fato deste grupo de particulas se associar mais intensamente
aos proteoglicanos da parede das artérias, com aumento do tempo que a particula
passa no espaco subendotelial arterial, 0 que leva a inibigdo da depuragao da LDL a
partir do plasma (ANBER et al., 1996). E possivel que estas alteragdes funcionais
sejam resultado do fato de a Apo B adotar, neste tipo de particula, uma conformagéo
diferente da adotada nas fragdes maiores e menos densas (SKALEN et al., 2002). A
ligacdo aos proteoglicanos das paredes arteriais, pode iniciar a deposicado de
colesterol nas artérias (ANBER et al., 1996) e somando-se a isso, foi demonstrado
que a LDL pequena e densa € a subfracdo mais faciimente oxidavel, o que eleva seu
potencial aterogénico, uma vez que estas modificagcdes oxidativas também tém sido
implicadas na sequéncia de eventos que leva a formacéo de ateromas (TRIBBLE et
al., 1992).

Estudos por eletroforese demonstraram que ocorre, em cada individuo, um
padréo com o predominio de um tipo de particula, ou LDL-I ou LDL-IIl, constituindo
os padrées A e B de LDL, respectivamente (REAVEN et al., 1993). Um padréao
comum em muitos individuos e denominado fendtipo lipoprotéico aterogénico, €
caracterizado pela presengca de particulas de LDL pequenas e densas em
concentragéo superior a 100 mg/dL, hipertrigliceridemia e HDL-C diminuido; sugere-
se que este padrao apresente alto poder aterogénico pelas caracteristicas danosas
da LDL-IIl (BERNEIS e KRAUSS, 2002).

22



O quadro do fendtipo lipoprotéico aterogénico € consistente com as
caracteristicas da resisténcia a insulina, como alteragcbes nas concentragcbes
plasmaticas de triglicérides e HDL-C, além de hiperglicemia em jejum. O didmetro da
particula de LDL também apresentou correlagéo inversa com glicemia de jejum,
glicemia em resposta a acdo da insulina e pressao arterial (REAVEN et al., 1993).

Portanto, o risco de DAC eleva-se n&o somente pelo conteudo total de LDL
plasmatica, mas também pela natureza qualitativa das LDL (PACKARD, 2003). A
predominancia de LDL-Ill leva a um aumento de 3 a 7 vezes no risco de DAC,
independentemente da concentracdo de colesterol total (GRIFFIN et al., 1994;
BERNEIS e KRAUSS, 2002). LDL-Ill também se encontra elevada em pacientes
com diabetes e doengca renal (PACKARD, 2003) e o fendtipo lipoprotéico
aterogénico foi adicionado a lista de fatores cruciais que compéem a sindrome
metabdlica (REAVEN et al., 1993).

Uma chave para entender as condi¢des metabdlicas que levam a geragéo
de particulas de LDL pequenas e densas, € o fato de elas aparecerem em individuos
que sao hipertrigliceridémicos, possuem concentragdes plasmaticas baixas de HDL-
C, e altas de Apo B. A elevagéo da concentragéo plasmatica de triglicérides funciona
como um gatilho para a formagdo de LDL-Ill, a partir da VLDL. Outro fator, é a
estimulacido da enzima lipase hepatica (LH), que se correlaciona positivamente com
a LDL-IIl por ser responsavel pela hidrélise de ftriglicérides das LDL e das HDL
(WATSON et al, 1994). A atividade desta enzima € maior nos homens sendo quase
o dobro da atividade observada nas mulheres, provavelmente pelos efeitos
inibitérios do estrogénio na expresséo da enzima. Isto pode explicar diferencas entre
0s sexos quanto a prevaléncia dos padrdes de LDL (PACKARD, 2003). Estudos com
mulheres gravidas demonstraram que as concentragdes de LDL aumentam quando
o TG chega a 120 mg/dL, mas refletindo elevagcédo na LDL intermediaria; quando a
concentragdo de TG ultrapassa 120 mg/dL, o LDL total n&do se eleva mais, no
entanto ocorre uma queda na fragcdo de LDL-Il e uma elevagdo na LDL-IIl. Portanto,
nota-se a existéncia de um limiar de concentragéo de TG, de 120 mg/dL, abaixo do
qual a LDL-Ill praticamente inexiste, mas quando ultrapassado, acarreta a formacao
abrupta de LDL-Ill (SATTAR et al., 1997). Na populagdo normal, uma elevagéo no
TG, refletido na concentragéo de VLDL, € consequéncia da diminuigdo da depuracéo

de lipoproteinas do plasma, enquanto na populagéo diabética, a elevacdo de TG é
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consequéncia de aumento da producéo direta de VLDL (PACKARD et al., 2000;
MALMSTROM et al., 1997); no entanto, ndo importando o que cause a elevagéo da
VLDL, seu aumento cria as condi¢gdes para a formacgao de LDL pequena e densa. A
lipdlise de particulas de VLDL e IDL mais carregadas de TG presentes nestas
condi¢cdes, leva a formacado de particulas de LDL na faixa de densidade em que
apresentam maior tempo de permanéncia na circulacdo (aproximadamente cinco
dias), comparadas com LDL provenientes de VLDL e IDL menores, € menos
carregadas de TG, que apresentam tempo de permanéncia menor (cerca de dois
dias). Isto demonstra que a concentragdo de particulas de LDL mais lentamente
metabolizadas correlaciona-se fortemente como nivel de TG plasmatico (PACKARD
e SHEPHERD, 1997).

E comprovada a associacdo entre o tamanho das particulas tanto de LDL
quanto de HDL com a concentracédo de TG e de HDL-C, isto é, quanto maior a
concentragdo de TG e menor a de HDL-C, menores serdo as particulas das
lipoproteinas e vice-versa. Portanto, a avaliacdo da relagdo entre estas
concentragbes, obtidas na rotina comum de laboratério clinico, pode ser utilizada
como um parémetro simples e de facil calculo para o acesso ao grau de
aterogenicidade das lipoproteinas plasmaticas. DOBIASOVA e FROHLICH (2001)
criaram o termo indice aterogénico do plasma ao proporem que a razdo TG/HDL-C e
principalmente seu logaritmo (logTG/HDL-C) apresentam significativa correlagéo
com o tamanho da particula de LDL e conseqlientemente podem ser utilizados como
marcador de risco para DAC. Em um estudo com pacientes portadores de resultados
angiograficos positivos, FROHLICH e DOBIASOVA (2003) demonstraram que o
logTG/HDL-C é melhor indicador de leséo coronariana instalada que simplesmente a
relacédo TG/HDL-C.

Na avaliacdo do risco cardiaco, evidenciou-se muito o papel do CT. No
entanto, recentemente, discutiu-se o papel do TG como fator de risco independente
para DAC. Em uma relagdo com a concentragdo de HDL-C, no indice TG/HDL-C o
TG mostrou-se um excelente preditor de doenga cardiaca futura, dando informagéo
mais acurada quanto ao risco de DAC, do que podem fornecer as medidas de TG e
HDL-C isoladamente (GOTTO, 1998).

O indice CT/HDL-C é um fator preditivo poderoso para o acesso ao risco

cardiaco mesmo quando avaliado independentemente de outros fatores de risco
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conhecidos (SHAI et al., 2004), sendo especialmente util na avaliagado de risco para
DAC em pacientes sob medicac¢éo (LEU et al., 2004).

Uma vantagem pratica do uso do logTG/HDL-C, é que ele varia de valores
negativos a positivos, tendo como zero, o valor adotado como limiar entre os
padrées A e B do perfil de LDL. Enquanto individuos com baixo risco cardiaco
apresentam valores negativos, aqueles com alto risco apresentam valores positivos;
sendo 0 aumento do risco representado por aumento progressivo dos valores de
logTG/HDL-C (DOBIASOVA e FROHLICH, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Observar se existem correlagbes das bandas de menores pesos
moleculares da BChE, definidas eletroforeticamente como mondémero, mondémero
ligado a albumina, dimero e trimero, com quadros de diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2

e verificar as atividades destas bandas na doenca.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a frequéncia do fendtipo CHe2 C5+ na populacdo diabética
estudada.

Analisar a atividade total de BChE (ABChE) e as atividades relativas (AR =
intensidade das bandas) e absolutas (AA = AR multiplicada por ABChE) de cada
uma das bandas de menor peso molecular da enzima em pacientes portadores de
DM1 e DM2, verificando seus valores médios, seus desvios padrdes e suas
amplitudes de variacéo.

Comparar os dados obtidos para os pacientes DM1 com os DM2 e de
ambos com controles ndo diabéticos. Caso haja falta ou surgimento de alguma(s)
banda(s) nestes pacientes, verificar sua(s) frequéncia(s).

Determinar se existem correlacbes entre a atividade total e/ou das
atividades das bandas com idade, sexo, raca, dados antropométricos e com alguns
parametros bioquimicos obtidos das amostras em analise.

Observar, em segunda coleta de amostras, apés 6 + 2 meses de
tratamento, as alteragbes nos parametros estudados, utilizando como indicador da
eficiéncia do tratamento, dosagem de hemoglobina glicada (HbAc).

Realizar as analises expostas acima nos fenotipos CHE2 C5+ e CHE2 C5-

separadamente, e também comparar os resultados dos dois grupos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

Amostras de sangue de 104 pacientes com média de idade de 24,3 + 7.1
anos (61,5% de mulheres e 72% de euro-brasileiros — sendo os demais 28% afro-
brasileiros) portadores de DM1 e de 147 pacientes com média de idade de 55,2 +
11,4 anos (66,0% de mulheres e 42,0% de euro-brasileiros) portadores de DM2,
coletadas apds jejum minimo de 12h; com anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetraacético — 3,0 mL, para determinacdo de HbAi;) e sem
anticoagulante (5,0 mL, para as demais determinacdes bioquimicas) obtidas no ano
de 2002. As determinagdes no soro foram processadas imediatamente apds a coleta
e as amostras foram armazenadas a -20°C no Laboratdrio de Pesquisa em
Bioguimica Clinica das UFPR — Campus Botanico. Estas amostras provém de
participantes dos programas de acompanhamento do Ambulatério de Diabetes do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, em Curitiba, Parang,
constituindo populacdo sob atendimento do Sistema Unico de Salde (SUS)
proveniente de Curitiba e Regido Metropolitana de Curitiba, de outros municipios do
Parana e de outros estados brasileiros.

Amostras de sangue de 182 individuos, denominadas controles (C), com
média de idade de 37,7 £ 15,7 anos (59,0% de mulheres, sem dados completos
sobre raga, mas predominando euro-brasileiros), ndo diabéticos, com indice de
massa corporal normal e sem histéria pregressa de patologias metabdlicas, renais e
cardiovasculares, coletadas sem anticoagulante apds jejum de, no minimo 12h,
provenientes de voluntarios de Curitiba e outros municipios do Parana. Destes
individuos controles, n&o foram obtidos dados antropométricos.

As amostras foram pareadas por sexo e idade, uma vez que tem sido
relatada maior ABChE em individuos do sexo masculino e com maior idade. Para
DM1 foram 79 pares, sendo 57% mulheres e para DM2, 80 pares, sendo 62,5%
mulheres. As médias das idades para os pares DM1 foram de 24,68 + 7,5 para os
diabéticos e 25,28 + 8,3 para os controles e para os pares DM2, 50,48 + 11,5 para

os diabéticos e 49,0 + 12,5 para os controles.
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Os doadores foram informados sobre sua participagdo na pesquisa e,
concordando, assinaram Termo de Consentimento Livre e Informado (ANEXO 1). O
termo segue as normas do Comité de Etica para Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Este projeto
foi submetido a avaliagéo pelo referido Comité e, apds analise, aprovado segundo
protocolo Cep-HC n° 327.037/2001-04 (ANEXO 2).

4.2. METODOS

Os fendtipos de CHE2 das amostras utilizadas foram determinados no
Laboratdrio de Pesquisa em Bioquimica Clinica da UFPR pelas alunas de iniciagéo
cientifica Marciane Welter e Tatiana Alves, por métodos de eletroforese em gel de

agar em pH 6,5.
4.2.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Procedimento eletroforético em gel de poliacrilamida (SAMBROOK et al.,
1989) com concentracdes de 5% para o gel de alinhamento e de 7,5% para o gel de
separacao; faixa de alinhamento com 2 cm de comprimento e de separacédo com 12
cm (FIGURA 2); tempo de corrida de 10 horas, monitorado de acordo com a
distancia percorrida pela albumina, estipulada em 9,5 cm, tendo como marcador da
albumina, uma mistura 1:1 de azul de bromofenol 2mg% e xilenocianol 2mg%;
voltagem de 100V, com amperagem variando de 12,5 a 15,0 mA e temperatura
aproximada de 4 °C. As amostras de soro foram diluidas antes de aplicadas ao gel:
2,5 UL de amostra em 7,5 UL de solugéo de azul de bromofenol e xilenocianol 1:1;
aplica-se ao gel 10 uE desta diluicdo.

Foram realizadas duas corridas eletroforéticas para cada amostra. Quando
necessario, realizou-se uma terceira corrida, objetivando a melhor separagéo das

bandas.
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FIGURA 2 — Esquema grafico do gel de poliacrilamida.
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Sob estas condigcdes, as bandas de baixo peso molecular, de corrida rapida,
sdo isoladas satisfatoriamente e as demais bandas, de corrida lenta, migram
relativamente juntas, o que permite, além da quantificagdo, a determinagdo da
proporcionalidade das bandas lentas em relagdo as mais rapidas. Separam-se as

bandas rapidas e as demais permanecem agrupadas (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — Exemplo de bandas separadas na eletroforese em gel de poliacrilamida
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Apds a corrida, o gel é retirado do suporte e lavado com agua destilada.
Aplica-se o cromdgeno-substrato, fast-red em tampao fosfato pH 7,1, por imersao do
gel na solucgéo e incuba-se a 37 °C por 40 minutos, em estufa.

Depois de corado, o gel é colocado entre folhas de transparéncia e procede-
se leitura das bandas eletroforéticas utilizando-se analise de imagem digitalizada
pelo software KODAK 1D, verséo 3.5 (1994-2000).

Com esta técnica, foram separadas 8 bandas eletroforéticas (FIGURA 3)
que, em ordem decrescente de velocidade de corrida, foram: B1, correspondendo ao
mondémero; B2 e B3 , obervadas por LANG (2004) e s&o bandas ainda nao
identificadas mas que nao aparecem ou sao muito fracas em mulheres jovens e sao
mais fortes em mulheres menopausadas e homens; B4, correspondendo ao
mondmero ligado a albumina; B5, constituida do dimero; B6, banda também ainda

desconhecida e observada por CIPRIANI (2000), em seu trabalho de Iniciagdo
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Cientifica, com frequéncia de 60% nas amostras de obesos e 76% nas de nao
obesos; B7, que corresponde ao trimero e B8, que é o conjunto do tetramero com as
demais formas moleculares, de maior peso molecular.

B8 foi incluida na analise somente para possibilitar os calculos das
atividades absolutas a partir das atividades relativas obtidas nos experimentos.

Foram realizadas duas corridas eletroforéticas para cada amostra e
utilizadas as que apresentaram melhor separagcdo das bandas. Quando necessario,
realizou-se uma terceira corrida.

Solugdes utilizadas:

A) solucéo estoque de poliacrilamida 30%: acrilamida (Gibco) 29,0 g; N,N'-
Metilenobisacrilamida (Pharmacia Biotech) 1,0 g; agua destilada g.s.p. 100,0 mL.
Solugdo armazenada a temperatura entre 2 e 8 °C em frasco escuro, protegido da
exposicéo a luz.

B) solucdo tampéo estoque TBE 89 mM: TRIS-HCI (Sigma) 54,0 g; acido
bérico (Gibco) 27,5 g; solugdo de EDTA (Merck) 0,5 M (pH 8,0) 20,0 mL; agua
destilada g.s.p. 1000,0 mL. Solugdo armazenada a temperatura ambiente.

O tampéao de corrida da eletroforese consiste em diluicdo 1:5 do tampé&o
estoque TBE em agua destilada.

C) solugéo de persulfato de aménia 10%: persulfato de amoénia (Merck) 0,5
mg; agua destilada g.s.p. 5,0 mL. Solu¢cédo armazenada a temperatura entre 2 € 8 °C.

D) TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine - Gibco). Solugéo pronta
para uso

E) solucéo estoque de a%aftil acetato 30 mM: a%aftil acetato (Sigma) 112,0
mg; acetona 10,0 mL; agua destilada 10,0 mL. Solu¢cdo armazenada a temperatura
entre 2 e 8 °C.

F) tampéo fosfato pH 7,1: solucdo de fosfato dibasico de sodio anidro
(Merck) 14,2 g e agua destilada g.s.p. 500,0 mL; solucdo de fosfato diacido de
potassio anidro (Merck) 7,9 g e agua destilada q.s.p. 250,0 mL. O tampé&o € obtido
adicionando-se a segunda solugdo a primeira até atingir o pH 7,1. Solugéo
armazenada a temperatura entre 2 e 8°C.

G) solugdo cromdgeno-substrato: fast red TR salt (Acros Organics) 200,0
mg; tampé&o fosfato (pH 7,1) 80,0 mL; a-naftil acetato (solugédo estoque) 2,8 mL.

Solugéo preparada no momento do uso.
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H) solucdo de azul de bromofenol: TRIS-HCI pH 7,6 200 mM, 25,0 mL;
EDTA 200 mM, 12,5 mL; dodecil sulfato de sédio (SDS) 2%, 50 mL; azul de
bromofenol 0,4%, 0,1 g; agua destilada qg.s.p. 100,0 mL. Acrescenta-se a uma parte
da solug&o obtida, trés partes de sucrose 50% e armazena-se entre 2 e 8 °C.

I) solugdo de xilenocianol: TRIS-HCI pH 7,6 200 mM, 25,0 mL; EDTA 200
mM, 12,5 mL; SDS 2%, 5,0 mL; xilenocianol 0,4%, 0,1 g; agua destilada g.s.p. 100,0
mL. Acrescenta-se a uma parte da solugédo obtida, trés partes de sucrose 50% e
armazena-se entre 2 e 8 °C.

J) gel de poliacrilamida 5,0%: soluc&o estoque de poliacrilamida 30% 2,5
mL; solucdo tampdo estoque de TBE 3,0 mL; agua destilada 9,5 mL; solugdo de
persulfato de aménia 10% 125,0 uO TEMED 15,0 uD

K) gel de poliacrilamida 7,0%: soluc&o estoque de poliacrilamida 30% 7,5
mL; solucdo tampao estoque de TBE 6,0 mL; agua destilada 16,5 mL; solucdo de
persulfato de aménia 10% 250,0 uE: TEMED 30 pE

4.2.2. Determinacéo da atividade da butirilcolinesterase

Determinacé&o colorimétrica da atividade total da BChE pelo método da
hidrélise da propioniltiocolina/DTNB, segundo DIETZ et al.(1973), modificado por
EVANS e WROE (1978). A BChE catalisa a hidrélise da propioniltiocolina, gerando
grupos sulfidrilicos livres ao nivel da tiocolina, mais acido propidnico; a tiocolina
reage com o acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB), gerando um produto de cor
amarela, o acido 5-tio-2-nitrobenzdico; a taxa de formacgcdo deste composto €
diretamente proporcional a atividade catalitica da BChE e a cor € medida pelo
aumento da absorbancia a 405 nm (foi utilizado fotocolorimetro CIEL, modelo
Espectromatic 710). A especificidade da enzima pelo substrato elimina a
interferéncia da AChE liberada a partir dos eritrécitos, mesmo quando ha hemolise

discreta da amostra.
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A reacgao pode ser esquematizada da seguinte forma:
propioniltiocolina  chesy  tiocolina + acido propidnico
tiocolina + DTNB -; acido 5-tio-2-nitrobenzdico

Solugdes utilizadas:

A) Solucdo de propioniltiocolina: 100,0mM: propioniltiocolina (Sigma)
303,0mg; agua destilada 10,0 mL. Solucdo acondicionada em frasco ambar a
temperatura de —20 °C;

B) Solucéo de DTNB: 0,423 mM em tampé&o fosfato pH 7,6: DTNB (Acros
Organics) 83,5 mg; tampéo fosfato pH 7,6 g.s.p. 500,0 mL. Solugdo estocada em
frasco ambar a temperatura entre 2 e 8 °C;

C) Tampéao fosfato pH 7,6: solucdo de fosfato dibasico de sodio anidro
(Merck) 2,365 g e agua destilada q.s.p. 500,0 mL; solu¢do de fosfato diacido de
potassio anidro (Merck) 0,68 g e agua destilada q.s.p. 50,0 mL. O tampé&o € obtido
adicionando-se a segunda solugdo a primeira até atingir o pH 7,6. Solugdo
armazenada a temperatura entre 2 e 8 °C.

Para as leituras das absorbancias utiliza-se espectrofotdmetro (Siel
Espectromatic 710) de acordo com o seguinte procedimento: termostatizar o
equipamento a 25 °C; selecionar prisma em posi¢ao para 405 nM; em tubo de
ensaio acrescentar 1,1 mL de DTNB tamponado, 25 pL de substrato
propioniltiocolina e 125 uL da amostra diluida 1:100 em agua destilada; realizar o
teste em duplicata permitindo diferenca maxima de 5% entre os resultados. O
equipamento € programado para efetuar leituras das absorbancias aos 0, 1, 2 € 3
minutos a partir do inicio da reagdo, calcular as diferencas entre as leituras de
absorbancia por minuto (?B/min) e determinar o resultado, dado em KUIL,
multiplicando-se a média dos valores de ?A/min por fator de calibragdo pré

determinado, cujo valor € de 73,5. Este fator é obtido a partir da seguinte equacao:

€405 nm X d VA
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onde:

“e405 nm» corresponde ao coeficiente de extinggdo mMolar do DTNB de 1 cm a
405 nm (13,6); “d” corresponde ao diametro da cubeta (1 cm); “VT” € o volume total
da reacado (1250 uR) e “VA” é o volume de amostra (1,25 uUR).

O resultado obtido da atividade da enzima representa a degradagéo de
1uMol de substrato, por minuto, por mL.

A hidrélise espontanea do substrato € desprezivel (?B/min = 0,001) e ndo

influencia o resultado.

4.2.3. Parametros bioquimicos analisados

Os parametros analisados pelo Hospital de Clinicas e suas respectivas
metodologias, s&o os seguintes: glicose (GLC), pelo método da glicose hexoquinase
(Merck Mega); colesterol total (CT) e triglicérides (TG), por métodos enzimaticos
colorimétricos — (Merck SMT) e HDL-C, pelo método direto (Roche).

Os parametros analisados pelo Laboratério Frischmann Aisengart foram:
hemoglobina glicada (HbA+.) e apolipoproteina B (Apo B), por cromatografia liquida
de alta preciséo (BioRad) e turbidimetria (Roche), respectivamente.

Dos controles obtivemos apenas os dados de sexo, idade, glicose, CT, TG
e HDL-C.

4.2.4. Analises estatisticas

Para as analises estatisticas utiliza-se o programa Statistica for Windows
(STATSOFT, 1986).

Sao procedidas analises descritivas, de correlagbes simples e de
regressdes multiplas escalonadas. Utilizam-se, também, testes t de Student para
amostras dependentes e independentes, além do teste do qui-quadrado (x?).

Para as anadlises de correlagdo e regressdo, algumas variaveis foram

codificadas: raca (euro-brasileiros = 1 e afro-brasileiros = 2), sexo (homens =1 e
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mulheres = 2), fendtipo de CHEZ? (CHE2 C5- =1 e CHE2 C5+ = 2) e tipo de diabetes
(DM1 =1 e DM2 = 2).
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5. RESULTADOS

5.1. AMOSTRA TOTAL

No grupo dos diabéticos foram encontradas, para o fenétipo CHE2 C5+, as
freqUéncias de 13,46% + 3,35%, para DM1 e 14,29% + 2,89%, para DM2. Como o
comportamento do fenétipo CHE2 C5+ tem se mostrado diferente do CHE2 C5-
(HARRIS et al., 1963; SCOTT e POWERS, 1972; CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al.,
1991; ALCANTARA et al., 2002;: ALCANTARA et al., 2003). Foram analisados

somente os resultados de CHE2 C5-.

5.2. DIABETICOS DE TIPO 1 E 2, DE FENOTIPO CHE2 C5-

Com relagao as bandas da BChE, nas amostras de DM1 (N = 90) e DM2
(N=126), as frequéncias de B6 foram 58% e 68% respectivamente. Para os
controles, a frequéncia foi de 89%.

B2 em DM1, DM2 e nos controles apresentou frequéncias de 95,5%, 88,9%
e 95,6%, respectivamente

B3 mostrou frequéncias de 95,5% para DM1 e DM2 e 96,86% para os
controles.

As demais bandas apareceram em todas as amostras.

5.2.1 Comparacéo entre as médias das diferentes variaveis

Os individuos de fenotipo CHE2 C5- formaram um grupo com 90 amostras
de DM1, sendo 62,2% mulheres e 75,6% euro-brasileiros e 126 amostras de DM2,
sendo 65,1% mulheres e 61,1% euro-brasileiros.

Na TABELA 3 encontram-se as comparacgdes entre as médias encontradas
para variaveis analisadas (idade, PS, PD, IMC, RCQ, CALT, HbA., glicose, Apo B,
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CT, TG, logTG, HDL-C, CTHDL; TGHDL e ABChE) dos DM1, DM2 e destes com
seus controles.

Os controles foram pareados por sexo e idade, uma vez que tem sido
relatada maior ABChE em individuos do sexo masculino e com maior idade. Para
DM1 foram 79 pares, sendo 57% mulheres e para DM2, 80 pares, sendo 62,5%
mulheres.

Na TABELA 4 sido apresentadas as comparacdes entre as médias das
atividades relativas (AR) e absolutas (AA) das bandas da BChE entre DM1 e DM2,
na TABELA 5, as compara¢des do mesmo grupo de variaveis entre DM1 e seus

controles e na TABELA 6, entre DM2 e seus controles.
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TABELA 3. Médias (M) + desvios padrdes (DP) e resultados de testes t (p) das variaveis analisadas em amostras de DM1 e
DM2, de fenétipo CHE2 C5- e comparagdo com seus respectivos controles (C)

Variavel

Idade (anos)
PS (mmHg)
PD (mmHg)
IMC (kg/m?)
RCQ (cm/cm)
CALT(m/m)
HbA . (%)
GLC. (mg/dL)
Apo B (mg/dL)
CT (mg/dL)
TG (mg/dL)
logTG

HDL-C (mg/dL)
CTHDL
TGHDL
ABChE (kU/L)

Variavel

Idade (anos)
GLC (mg/dL)
CT (mg/dL)
TG (mg/dL)
logTG

HDL-C (mg/dL)
CTHDL
TGHDL
ABChE (kU/L)

Variavel

Idade (anos)
GLC (mg/dL)
CT (mg/dL)

TG (mg/dL)
logTG

HDL-C (mg/dL)
CTHDL
TGHDL
ABChE (kU/L)

N
90
88
88
87
87
86
90
87
90
90
90
90
90
90
90
90

N

79
77
79
79
79
79
79
79
79

N

80
80
80
80
80
79
79
79
80

DM1

2463+ 7,35( 12,0~ 44,0)
117,20+ 13,67 ( 90,0 - 170,0)

72,90+ 9,25 ( 60,0 -110,0)
2316+ 3,23( 159- 33,7)
0,82+ 0,07( 07- 1,0
4815+ 540( 37,7~ 66,3)
10,04+ 2,35( 51- 17,9)

222,07 116,56 ( 43,0 — 496,0)
91,30+ 27,20( 43,0-171,0)
188,79+ 46,23 (115,0 - 340,0)
98,26+ 53,18 ( 38,0 -290,0)

447+ 047( 36- 5/7)
50,27+ 9,44 ( 340- 77,0)
387+ 1,18( 24- 83)
204+ 1,21( 07- 55)
501+ 060( 25- 7,8)

DM1

2468+ 7,5 (120- 44,0)
22421+121,0 ( 43,0 - 496,0)
187,98+ 46,5 (115,0 - 340,0)
94,08+ 74,8 ( 38,0 -258,0)
443+ 05 ( 36- 5)
4973+ 92 ( 340- 72,0)
388+ 12 ( 24- 83)
198+ 11 ( 07- 54)
498+ 09 ( 25- 7,8)

DM2

50,48+ 115 ( 19,0- 77,0)
181,03+ 74,7 ( 84,0 —442,0)
22499+ 438 (121,0 - 355,0)
199,11+ 155,7 ( 53,0 - 957,0)
508+ 06 ( 40- 69)
4327+ 10,4 ( 26,0- 72,0)
539+ 1,3 ( 29- 89)
483+ 39 ( 07- 252)
597+ 1,4 ( 11- 97)

N

126
123
123
122
120
120
125
126
126
126
126
126
125
125
125
126

N

79
79
79
79
79
71
71
79
79

N

80
80
80
80
80
78
78

78
80

DM2

t(p)

5466+ 11,73( 19,0- 77,0)
140,45+ 17,11 (100,0 — 200,0)
87,10+ 10,70 ( 60,0 - 120,0)

21,5 (<0,00001)
10,6 (<0,00001)
10,1 (<0,00001)
10,9 (<0,00001)
)
)
)

30,19+ 534( 195- 449)
094+ 009( 05- 1,2 10,9 (<0,00001
62,44+ 807 ( 42,0- 87,0) 14,3 (<0,00001
855+ 207( 54— 1586) 4,9 (<0,00001
181,44+ 72,80 ( 57,0 — 442,0) 3,1 (<0,01)
115,67 + 30,49 ( 61,0 - 212,0) 6,1 (<0,00001)
220,68 + 4537 (121,0 - 355,0) 5,1 (<0,00001)
179,52 + 135,39 ( 41,0 — 957,0) 5,4 (<0,0001)
500+ 060( 37- 6,9) 6,9 (<0,00001)
4417+ 11,90 ( 240- 96,0) 4,0 (<0,0001)
526+ 153( 22- 12,0) 7,2 (<0,00001)
440+ 349( 05- 252) 6,1 (<0,00001)
6,00+ 1,43( 11— 10,1) 5,7 (<0,00001)
c t(p)
2528+ 83 ( 1,0- 47,0) 0,5 (> 0,60)
8584+ 7,5 ( 60,0-101,0) 10,1 (<0,00001)

162,54+ 19,5 ( 99,0 — 200,0)
82,88+ 16,7 ( 42,0-136,0)
439+ 02 ( 37- 49)
51,85+ 13,0 ( 30,0-104,0)

329+ 08 ( 15- 53)

168+ 05 ( 07- 34)

374+ 07 ( 19- 56)
c

4,5 (< 0,00001)

1,92 (< 0,05)
0,7 (> 0,50)
1,2 (> 0,20)
3,8 (<0,001))
2,1 (<0,05)

9,4 (< 0,00001)

t(p)

4900+ 125 ( 190- 79,0)
86,44+ 52 ( 750-109,0)
185,01+ 26,5 (115,0 — 248,0)
110,44+ 39,6 ( 42,0 —200,0)
464+ 04 ( 37- 53)
4816+ 122 ( 22,0- 82,0)

407+ 12 ( 22- 7,8)
258+ 1,4 ( 08— 6,86)
540+ 09 ( 30- 69)

0,8 (>0,40)
11,3 (<0,00001)
7,0 (<0,00001)
4,9 (<0,00001)
5,5 (<0,00001)
2,7 (<0,01)
6,7 (<0,00001)
4,9 (<0,00001)
3,0 (<0,01)

PS = presséo sistélica; PD = presséo diastélica; IMC = indice de massa corporal; RCQ = razédo cintura/quadril; CALT= razédo
cintura/altura; GLC = glicose; CT = colesterol total; TG = triglicérides; logTG = logaritmo de TG; CTHDL = razdo CT/HDL-C;
TGHDL = razdo TG/HDL-C; ABChE = atividade total da BChE. Os controles foram pareados por idade e sexo.
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TABELA 4. Médias (M) + desvios padrées (DP), amplitudes de variagdo (AV) e resultados de testes t (p) das atividades
relativas (AR) e absolutas (AA) das diferentes formas moleculares da BChE em amostras de DM1 e DM2, de fenétipo CHE2

C5-

Variaveis DM1 DM2

Atividades N M £ DP (AV) N M+ DP (AV) t(p)
Relativas

ARB1 (%) 90 16,77 £ 5,26 ( 3,7 -34,2) 126 17,14+ 668 ( 2,4-32,1) 0,4(>0,60)
ARB2 (%) 90 0,63+0,38( 0,0- 2,0 126 0,69+ 056( 0,0- 42) 0,9(>0,30)
ARB3 (%) 90 0,70+0,37( 0,0- 1,8) 126 0,75+ 056( 0,0- 3,3) 0,7 (>0,40)
ARB4 (%) 90 13,57 £ 3,66 ( 2,0 -21,6) 126 13,81+ 3,87 ( 23-23,7) 0,5(>0,60)
ARBS5 (%) 90 9,19+356( 2,6 -18,3) 126 8,96+ 357(26-204) 0,5(>0,60)
ARBS6 (%) 90 094+115( 0,0- 3,8) 126 1,15+ 129(0,0- 55 1,2(>0,20)
ARB7 (%) 90 317+118( 12- 64) 126 355+ 132(11- 7,2) 22(<0,05)
Absolutas

AAB1 (kU/L) 90 0,85+0,33( 0,2- 1,8) 126 1,06+ 055( 0,1- 28) 3,3(<0,001)
AAB2 (kU/L) 90 0,03+0,02( 0,0- 0,1) 126 0,04+ 0,04( 01- 0,3) 24(<0,05
AAB3 (kU/L) 90 0,04+0,02( 0,0- 0,1) 126 0,05+ 0,04( 0,0- 0,2) 25(<0,05)
AAB4 (kU/L) 90 0,68+0,22( 01- 1,2 126 0,84+ 0,34( 01- 1,6) 3,9(<0,001)
AABS5 (kU/L) 90 0,47+024( 01- 1,4 126 055+ 027( 01— 16) 21 (<0,05
AABG6 (kU/L) 90 0,05+0,07( 0,0- 0,3) 126 0,07+ 0,08( 0,0- 0,3) 2,0(<0,05)
AAB7 (kU/L) 90 0,16+0,08( 0,1- 0,4) 126 0,22+ 0,10( 0,0- 0,5 4,3(<0,0001)

TABELA 5. Médias (M) * desvios padrdes (DP), amplitudes de variagdo (AV) e resultados de testes t (p) das atividades
relativas (AR) e absolutas (AA) diferentes formas moleculares da BChE em amostras DM1 e seus controles (C), de fenétipo

CHE2 C5-

Varidveis DM1 C

Atividades M+ DP (AV) M+ DP (AV) t (p)
Relativas

ARB1 (%) 16,84+ 528 ( 3,7-34,2) 13,35+ 515( 3,3-24,8) 4,2 (<0,0001)
ARB2 (%) 0,64+0,39( 0,0- 2,0 0,81+ 0,40( 0,0- 2,0 2,7 (<0,01)
ARBS3 (%) 0,71+0,37( 0,0- 1,8) 0,72+ 0,39( 0,0- 21) 0,2 (>0,80)
ARB4 (%) 13,68 + 3,70 ( 2,0-21,6) 11,77+ 3,66( 2,6 -18,2) 3,3 (<0,01)
ARBS5 (%) 9,28+3,47( 26-17,4) 12,65+ 414( 25-221) 5,5 (<0,0001)
ARBS6 (%) 096+1,15( 0,0- 3,8) 0,69+ 046( 0,0- 1,5 19 (>0,05)&
ARBY7 (%) 316+1,22(12- 64) 275+ 0,73( 13- 49 2,6 (<0,05)
Absolutas

AABT (KU/L)
AAB2 (KU/L)
AAB3 (KU/L)
AAB4 (KU/L)
AABS (KU/L)
AABS (KU/L)
AAB7 (KU/L)

0,84+0,32( 0,2- 1,8)
0,03+0,02( 0,0- 0,1)
0,04+0,02( 0,0- 0,1)
0,68+0,22( 0,1- 1,2)
0,47+0,23( 0,1 - 1,4)
0,05+0,07( 0,0- 0,3)
0,16+0,07( 0,1 - 0,4)

0,50+ 0,23( 01— 1,2)
0,03+ 0,02( 0,0- 0,1)
0,03+ 0,02( 0,0- 0,1)
0,45+ 0,19( 01— 0,9)
0,48+ 0,21( 01— 12)
0,03+ 0,02( 0,0- 0,1)
0,10+ 0,04( 01— 0,3)

7,6 (<0,00001)
0,1 (>0,90)
2,3 (<0,05)
7,1 (<0,00001)
0,3 (>0,70)
3,1 (<0,01)
5,8 (<0,00001)

N = 79. Pareamento por idade e sexo.

= valor préximo a significancia.
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TABELA 6. Médias (M) + desvios padrées (DP), amplitudes de variagdo (AV) e resultados de testes t (p) das atividades
relativas (AR) e absolutas (AA) diferentes formas moleculares da BChE em amostras DM2 e seus controles (C), de fendtipo

CHE2 C5-

Variaveis DM2 C

Atividades M £ DP (AV) M £ DP (AV) t(p)
Relativas

ARB1 (%) 17,90+ 6,39 ( 3,9-29,8) 14,26 + 6,53 ( 2,3-27,6) 3,6 (<0,001)
ARB2 (%) 0,68+ 057( 0,0- 4,2 0,88+ 0,52( 0,0- 29 2,3 (<0,05)
ARB3 (%) 0,73+ 0,50( 0,0- 2,4 0,72+ 0,33( 0,0- 1,7) 0,2 (>0,80)
ARB4 (%) 1403+ 419( 2,3-23,7) 1211+ 441(1,2-19,9) 2,8 (<0,01)
ARBS5 (%) 9,12+ 3,63( 2,6 -20,4) 13,17+ 3,32( 3,1-21,6) 7,4
(<0,00001)

ARBS6 (%) 1,15+ 129( 0,0- 4)9) 2,00+ 1,08( 0,0- 42 4,5 (<0,0001)
ARB7 (%) 336+ 128(1,1- 6,0 3,07+ 0,76 ( 1,6 - 438) 1,7 (>0,05)&
Absolutas

AAB1 (kU/L) 1,10+ 055( 0,2- 25) 0,78+ 042( 01 - 1,7) 4,0 (<0,0001)
AAB2 (kU/L) 0,04+ 0,05( 0,0- 0,3) 0,05+ 0,03( 0,0- 0,2 1,0 (>0,30)
AAB3 (kU/L) 0,05+ 0,04( 0,0- 0,2 0,04+ 0,02( 0,0- 0,1) 1,2 (>0,20)
AAB4 (kU/L) 0,85+ 0,36( 0,1- 1,6) 0,68+ 0,30( 01- 1,2 3,5 (<0,001)
AABS5 (kU/L) 0,55+ 0,27( 0,1- 1,6) 0,71+ 021(01- 12 4,2 (<0,0001)
AABG6 (kU/L) 0,07+ 0,08( 0,0- 0,3) 0,11+ 0,06( 0,0- 0,2 3,3 (<0,01)
AAB7 (kU/L) 0,20+ 0,10( 0,1- 0,5 0,18+ 0,06( 0,1- 0,4 3,0 (<0,01)

N = 80. Pareamento por idade e sexo. * = valor préximo a significancia.

5.2.2 Correlagbes entre as variaveis

Foram realizadas analises de correlagéo simples das AAs das bandas dos

DM1 (TABELA 7), dos DM2 (TABELA 8) e dos controles (TABELA 9), com as
demais variaveis analisadas e também destas variaveis entre si nas amostras DM1
(TABELA 10), DM2 (TABELA 11), a fim de fornecer dados de apoio, para que se

possa ter melhor compreensédo das analises de regressdo multipla escalonada.
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5.2.3 Analises de regressdo multipla escalonada

A analise de regressdo multipla escalonada é um modelo que permite a
disposicdo das variaveis independentes por ordem decrescente de intensidade de
correlacdo com a variavel dependente. Desta forma, se as variaveis analisadas
apresentarem forte correlacdo entre si, somente entrara no modelo aquela que
mostrar maior correlacdo com a variavel dependente. Além disso, através do
coeficiente de determinacéo (r?), pode-se aferir o quanto as variaveis independentes
apresentadas no modelo explicam da diferenca dos valores da variavel dependente.

Na TABELA 12 encontram-se os resultados das analises de regresséo
multipla escalonada, tendo como dependentes as AAs das sete bandas analisadas
da BChE em DM1 e, como independentes, as demais variaveis.

Pode-se observar que as AAs se correlacionaram significativamente com as
seguintes variaveis independentes:

AAB1 correlacionou-se positivamente com idade e raz&o TG/HDL-C e
negativamente com PS. Estas variaveis responderam por 35% da variagdo da AAB1,
sendo a banda que obteve maior valor de r’, neste modelo. AAB2 mostrou-se
correlacionada positivamente com a razdo TG/HDL-C e negativamente com IMC,
que responderam por 16% da variacdo de AAB2. AAB3 mostrou correlagao positiva
com glicose e negativa com sexo e IMC, que explicaram 34% da variabilidade de
AAB3. AAB4 correlacionou-se positivamente com a razdo TG/HDL-C e
negativamente com a PS, explicando 21% de sua variagdo. AABS apresentou
correlag&o positiva com PD e TG e negativa com IMC; AAB6 e AAB7 apresentaram
correlagbes positivas com PD e CT e negativas com IMC. Estas variaveis
independentes explicaram 29%, 28% e 30% das variagdes desta trés AAs,
respectivamente.

Os dados das analises de regressao multipla escalonada dos resultados de
DM2 e controles, s&o apresentados na TABELA 13 e na TABELA 14,
respectivamente, e devem ser analisados de maneira semelhante aos da TABELA
12.
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TABELA 12. Resultados das andlises de regressdo multipla escalonada, tendo as atividades
absolutas (AA) das diferentes formas moleculares da BChE como dependentes nos DM1 de fenétipo
CHE2 C5-

Variaveis Independentes

V.D (N) ldade Sexo IMC  PS NN FEICH (C (S CICED fiE

AAB1 (84) +* 0 0 a0 0 0 0 +* (035
AAB2 (87) O 0 s 0 0 0 0 0 + 0,16
AAB3 (84) O 4" 4" 0 0 +* 0 0 + x 0,34
AAB4 (90) O 0 0 A 10 0 0 0 4% 029
AAB5 (85) 0 0 A" 0 +* 0 0 4% g 0,29
AAB6 (85) 0 0 -4 0 +* 0 T 10 0 0,28
AAB7 85) 0 0 A 1o +* 0 += 0 0 0,30

V.D. = Variavel dependente; IMC = indice de massa corporal, PS = presséo sistdlica; PD = pressao diastdlica;
GLC = glicose; CT = colesterol total; TG = triglicérides; TGHDL-C = razdo TG/HDL-C; + = correla¢do positiva;
-b= correlag&o negativa; 0 = variavel com resultado néo significativo.

* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001.

TABELA 13. Resultados das andlises de regressdo multipla escalonada, tendo as atividades
absolutas (AA) das diferentes formas moleculares da BChE como dependentes nos DM2 de fenétipo
CHE2 C5-

Variaveis Independentes

V.D. (N) ldade Raca CALT ApoB CT TG LTG | (CTHDL ¥

AAB1 (119) 0 0 + x 0 0 0 0 4 wew 0,30
AAB2 (120) 0 0 + 0 + 0 0 0 0,18
AAB3 (119) 0 + + 0 0 0 +*= 0 0,26
AAB4 (120) -4~ 0 +* +* 0 +* 0 0 0,25
AABS5 (120) 0 0 +* 0 + x 0 0 0 0,12
AAB6 (117) -&* 0 0 0 0 0 0 +* 0.12
AAB7 (125) 0 0 0 0 0 0 0 4w 0,13

V.D. = Variavel dependente; CALT= raz&o cintura/altura; CT=colesterol total; TG triglicérides; LTG = logaritmo de
TG; CTHDL = razédo CT/HDL-C; + = correlagéo positiva; -X= correla¢do negativa; 0 = variavel com resultado ndo
significativo. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001.
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TABELA 14. Resultados das analises de regressdo mudltipla escalonada, tendo as atividades das
diferentes formas moleculares da BChE como dependentes nos 159 controles de fenétipo CHE2 C5-

Variaveis Independentes

V.D. ID SE GLC cT TG CTHDL

AAB1 + 0 0 +* 0 0,15
AAB2 + 5 S 0 0 0 0 0.12
AAB3 + -2 0 0 0 0 0.11
AAB4 i R 0 0 0 0 0.13
AABS5 +4 & 0 0 + 0,24
AAB6 T 7 0 0 5 0.39
AAB7 e 0 +* 0 0 0,27

V.D. = Varidvel dependente; ID = idade; SE = sexo; GLC = glicose; CT = colesterol total, TG = triglicérides;
CTHDL = razédo CT/HDL-C; + = correlacéo positiva; - = correlagdo negativa; 0 = variavel com resultado néo
significativo; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001.

5.2.4 Comparagao das médias das variaveis de fendtipo CHE2 C5-, antes e apés

tratamento.

Para avaliar o efeito do tratamento nos pacientes diabéticos, foi
considerada a alteracéo dos valores de HbA; entre a primeira coleta e uma segunda
coleta. Dos 90 DM1 iniciais, apenas 48 voltaram para a coleta da segunda amostra
ap6s um tempo médio de 6 £ 2 meses e, destes, somente 32 (66,67%) mostraram
diminuicdo dos valores médios de HbAc apds este periodo. Dos 126 DM2, 73
voltaram para a segunda coleta apds um tempo médio de 8 + 3 meses e apenas 38
deles (52,1%) tiveram suas porcentagens de HbA ¢ diminuidas.

Nas TABELAS 15 e 16 encontram-se, as comparag¢des das médias das
variaveis analisadas nos DM1 e nos DM2, respectivamente, para a primeira e a

segunda coleta.
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TABELA 15. Médias (M) + desvios padrdes (DP), amplitudes de variacdo (AV) e resultados de testes t
(p) de algumas variaveis que apresentaram modificacdo ap6s a diminuig&o nos valores da HbA1c, em

DM1 de fenotipo CHE2 C5-

Maior HbA1c Menor HbA1c
Variaveis N M £ DP (AV) M+ DP (AV) t(p)
HbA ¢ (%) 32 9,95+ 2,01 8,57+ 1,97 7.4 (<,00001)
PS (mmHg) 31 112,58 + 9,99 106,93+ 7,82 2,7 (<0,05)
PD (mmHg) 31 70,32+ 6,57 68,87+ 7,79 1,2 (>0,20)
IMC (kg/mz) 30 21,70+ 2,91 20,86+ 2,79 4,9 (<0,0001)
RCQ (cm/cm) 30 0,80+ 0,07 0,77+ 0,04 3,9 (<0,001)
CALT (m/m) 30 46,21+ 4,56 4504+ 4,13 2,5 (<0,05)
GLC (mg/dL) 30 233,90 + 107,50 192,79 + 101,60 1,8 (>0,05) &
Apo B (mg/dL) 32 86,69+ 23,56 78,69 + 20,51 2,6 (<0,05)
CT (mg/dL) 32 185,53 + 42,03 175,75 + 35,98 2,1 (<0,05)
TG (mg/dL) 32 93,63+ 50,81 71,78 + 42,08 2,8 (<0,01)
logTG 32 442+ 0,49 424+ 0,52 2,0 (>0,05) &
HDL-C(mg/dL) 32 53,13+ 9,21 56,44 + 14,03 1,7 (>0,05) &
CTHDL 32 356+ 0,92 3,28+ 1,00 2,1 (<0,05)
TGHDL 32 1,83+ 1,13 1,62+ 1,36 1,1 (>0,20)
ABChE (kU/L) 32 501+ 0,85 432+ 0,93 6,1 (<0,00001)
AAB1 (kU/L) 32 0,86+ 0,37 0,90+ 043 0,6 (>0,50)
AAB2 (kU/L) 32 0,03+ 0,02 0,03+ 0,02 0,8 (>0,40)
AAB3 (kU/L) 32 0,03+ 0,02 0,02+ 0,02 2,0 (>0,05) &
AAB4 (kU/L) 32 068+ 0,19 0,71+ 0,24 1,2 (>0,20)
AABS5 (kU/L) 32 051+ 0,23 0,40+ 0,17 2,7 (<0,05)
AAB6 (kU/L) 32 0,05+ 0,06 0,04+ 0,06 0,4 (>0,60)
AAB7 (kU/L) 32 017+ 0,07 0,13+ 0,06 3,2 (<0,01)

Teste “t” para amostras dependentes.

IMC = indice de massa corporal; RCQ = raz&o cintura/quadril; CALT=

razéo cintura/ altura; PS = presséo sistélica; PD = presséo diastélica; GLC = glicose; CT = colesterol total, TG =
triglicérides; logTG = logaritmo de TG; CTHDL = razdo CT/HDL-C; TGHDL = razédo TG/HDL-C; ABChE =

atividade total da BChE. * = valor préximo a significancia.
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TABELA 16. Médias (M) + desvios padrdes (DP), amplitudes de variacdo (AV) e resultados de testes t
(p) de algumas variaveis que apresentaram modificacdo ap6s a diminuig&o nos valores da HbA1c, em

DM2 de fenotipo CHE2 C5-

Maior HbA1c Menor HbA1c
Variaveis N M+ DP (AV) M+ DP (AV) t (p)
HbA (%) 38 892+ 215 795+ 1,54 4.8 (<0,0001)
PS (mmHgQ) 36 138,47 + 1562 103,80+ 8,38 14,2 (<0,00001)
PD (mmHg) 36 86,11+ 11,28 77,08+ 10,17 5,1 (<0,0001)
IMC (kg/m?) 37 29,96+ 6,23 28,05+ 6,06 5,4 (<0,00001)
RCQ (cm/cm) 37 0,94+ 0,10 0,87+ 0,08 7,2 (<0,00001)
CALT (m/m) 37 61,16+ 8,73 5216+ 7,71 4.8 (<0,0001)
GLC (mg/dL) 38 190,29+ 78,19 160,55+ 72,00 2,5 (<0,05)
Apo B(mg/dL) 38 125,95+ 32,08 104,76 + 27,21 5,6 (<0,00001)
CT (mg/dL) 38 236,55+ 43,04 217,29+ 47.88 3,9 (<0,001)
TG (mg/dL) 38 182,26 + 108,03 164,55 + 95,37 1,7 (>0,10)
logTG 38 504+ 0,58 492+ 0,65 1,8 (>0,05)&
HDL-C (mg/dL) 38 4524 + 10,87 51,09+ 14,99 2,6 (<0,01)
CTHDL 38 547+ 147 458+ 1,60 3,9 (<0,001)
TGHDL 38 449+ 3,26 410+ 2,93 1,1 (>0,20)
ABChE (kU/L) 38 6,24+ 142 561+ 1,28 27,0 (<0,00001)
AAB1 (KU/L) 38 1,02+ 0,55 1,37+ 0,65 4,1 (<0,001)
AAB2 (kU/L) 38 0,05+ 0,04 0,04+ 0,04 0,8 (>0,40)
AAB3 (KU/L) 38 0,05+ 0,05 0,05+ 0,06 0,1 (>0,90)
AAB4 (KU/L) 38 0,81+ 0,36 0,97+ 0,39 3,3 (<0,01)
AABS5 (kU/L) 38 060+ 0,32 0,51+ 0,31 1,7 (>0,05)"
AAB6 (kU/L) 38 0,09+ 0,08 0,03+ 0,05 4.8 (<0,0001)
AAB7 (KU/L) 38 0,23+ 0,10 0,17+ 0,08 4,3 (<0,0001)

Teste “t” para amostras dependentes. IMC = indice de massa corporal, RCQ = raz&o cintura/quadril; CALT=
razdo cintura/ altura; PS = presséo sistélica; PD = presséo diastélica; ; GLC = glicose; CT = colesterol total; TG =
triglicérides; logTG = logaritmo de TG; CTHDL = razdo CT/HDL-C; TGHDL = razédo TG/HDL-C; ABChE =
atividade total da BChE. * = valor préximo a significancia.
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5.3 DIABETICOS DE FENOTIPOS CHE2 C5- e CHE2 C5+

Foram realizadas comparacgdes, das diferentes variaveis, analisadas no
presente trabalho, entre os diferentes fendtipos do loco CHEZ nos pacientes DM1
(TABELA 17) e DM2 (TABELA 18) e também comparacdes entre os controles destes
diabéticos (TABELAS 19). O grupo dos pacientes DM1 apresentou 14 pessoas, de
fenétipo CHE2 C5+, sendo 57,2% mulheres e 50% de euro-brasileiros. No grupo dos
DM2, foram encontrados 21 individuos CHE2 C5+, sendo 71,4% mulheres e 61,9%
euro-brasileiros.

Devido ao pequeno numero das amostras, ndo foi possivel fazer o
pareamento por sexo e idade, entretanto, as amostras de DM1 (8 mulheres) e DM2
(15 mulheres), ndo diferiram significativamente quanto ao sexo (yx° = 0,76; p > 0,30).
O sexo também n&o se mostrou significativamente diferente entre DM1 e C (13
mulheres) e entre DM2 e C (3°> = 0,10; p > 0,70 e ¥* = 1,8; p > 0,10). N&o foram
realizadas, também as anadlises de correlagbes simples, de regressdo multipla
escalonada, e a comparacdo das médias antes e apds a diminuicdo da HbA1c

(voltaram para recoleta de amostras somente 6 pacientes DM1 e 9 DM2).
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TABELA 17. Médias (M) + desvios padrdes (DP) e resultados de testes t (p) das variaveis analisadas
em amostras de fené6tipos CHE2 C5- e CHE2 C5+ (DM1)

Variavel

Idade (anos)
PS (mmHg)
PD (mmHg)
IMC (kg/m?)
RCQ (cm/cm)
CALT (m/m)
HbA1; (%)
Glicose (mg/dL)
Apo B (mg/dL)
CT (mg/dL)
TG (mg/dL)
logTG

HDL-C (mg/dL)
CTHDL
TGHDL
ABChHE (kU/L)
AAB1 (kU/L)
AAB2 (kU/L)
AAB3 (kU/L)
AAB4 (kU/L)
AABS (kU/L)
AAB6 (kU/L)
AAB7 (kU/L)

N

90
88
88
87
87
86
90
87
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

DM/
CHE2C5- N CHE2 C5+  t(p)
2463+ 7,35 14 2236+ 521 1,1 (>0,20)
117,20 + 13,67 13 122,31 + 16,91 1,2 (>0,20)
7290+ 9,25 13 7769+ 11,66 1,7 (>0,05)8‘
23,16 + 3,23 13 2324+ 3,90 0,1 (>0,90)
0,82+ 0,07 13 0,82+ 0,07 0,2 (>0,80)
4815+ 5,40 13 4890+ 7,36 0,4 (>0,60)
10,04 + 2,35 14 920+ 2,37 1,2 (>0,20)
222,07 + 116,56 14 203,93 + 107,33 0,5 (>0,50)
91,30+ 27,20 14 83,64 + 25,97 1,0 (>0,30)
188,79 + 46,23 14 169,14 + 33,62 1,5 (>0,10)
98,26 + 53,17 14 91,07 £+ 49,28 0,4 (>0,60)
447+ 0,47 14 439+ 0,51 0,6 (>0,50)
50,27+ 9,44 14 50,50+ 11,03 0,1 (>0,90)
387+ 1,28 14 344+ 0,81 1,3 (>0,10)
204+ 1,21 14 1,83+ 0,84 0,6 (>0,50)
501+ 0,95 14 6,29+ 1,65 4,2 (<0,0001)
0,84+ 0,32 14 113+ 0,44 2,9 (<0,01)
0,03+ 0,02 14 0,04 + 0,02 1,6 (>0,10)
0,04+ 0,02 14 0,05+ 0,02 1,9 (>0,05)
068+ 0,23 14 095+ 0,28 4,0 (<0,001)
047+ 0,24 14 0,52+ 0,20 0,6 (>0,50)
0,05+ 0,07 14 0,04+ 0,04 0,7 (>0,40)
0,16+ 0,08 14 0,20+ 0,10 1,5 (>0,10)

PS = presséo sistélica; PD = pressao diastélica, IMC = indice de massa corporal; RCQ = raz&o cintura/quadril;
CALT= razéo cintura/altura; CT = colesterol total; TG = triglicérides; logTG = logaritmo de TG; CTHDL = razéo
CT/HDL-C; TGHDL = raz&o TG/HDL-C; ABChE = atividade total da BChE. & = valor préximo a significancia.
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TABELA 18. Médias (M) + desvios padrdes (DP) e resultados de testes t (p) das variaveis analisadas
em amostras de fené6tipos CHE2 C5- e CHE2 C5+ (DM2)

DM2

Variavel N CHE2 C5- N CHE2 C5+ t (p)
Idade (anos) 126 54,66+ 11,73 21 5810+ 8,84 1.3 (>0,20)
PS (mmHg) 123 14045+ 17,11 21 14476 + 17,11 1.1 (>0,20)
PD (mmHg) 123 87,10+ 10,70 21 89,05+ 12,21 0,7 (>0,40)
IMC (kg/m?) 122 30,19+ 5,34 21 30,89+ 4,64 0,6 (>0,50)
RCQ (cm/cm) 120 0,94+ 0,09 20 0,93+ 0,06 0,8 (>0,40)
CALT (m/m) 120 6244+ 8,07 20 63,04 + 6,66 0,3 (>0,70)
HbA ¢ (%) 125 855+ 2,07 21 931+ 220 1,5 (>0,10)
Glicose (mg/dL)126 181,44 + 72,80 21 182,00 + 57,26 0.1 (>0,90)
Apo B (mg/dL) 126 115,67 + 30,49 21 112,76 + 30,77 0.4 (>0,60)
CT (mg/dL) 126 220,68 + 4537 21 23571+ 80,68 1,2 (>0,20)
TG (mg/dL) 126 179,52 + 135,39 21 175,95 + 151,79 0,1 (>0,90)
logTG 126 500+ 0,60 21 499+ 0,56 0.1 (>0,90)
HDL-C (mg/dL) 125 44,17 + 11,90 20 46,40 + 11,06 0,8 (>0,40)
CTHDL 125 526+ 1,53 20 499+ 140 0,8 (>0,40)
TGHDL 125 440+ 3,49 20 335+ 1,73 1,3 (>0,10)
ABChE (kU/L) 126 6,00+ 1,43 21 6,89+ 1,37 2,7 (<0,01)
AAB1 (KUL) 126 1,06 + 0,55 21 1,32+ 0,53 2,0 (<0,05)
AAB2 (kU/L) 126 0,04+ 0,04 21 0,05+ 0,03 0,6 (>0,50)
AAB3 (kU/L) 126 0,05+ 0,04 21 0,05+ 0,04 0,7 (>0,40)
AAB4 (kU/L) 126 084+ 0,34 21 1,00+ 0,33 1,9 (>0,05)
AAB5 (kU/L) 126 055+ 0,27 21 064+ 0,28 1,5 (>0,10)
AAB6 (KUL) 126 007+ 0,08 21 0,10+ 0,11 1,5 (>0,10)
AAB7 (KUL) 126 021+ 0,10 21 026+ 0,13 1,8 (>0,05)

PS = presséo sistélica; PD = pressao diastélica, IMC = indice de massa corporal; RCQ = raz&o cintura/quadril;
CALT= razéo cintura/altura; CT = colesterol total; TG = triglicérides; logTG = logaritmo de TG; CTHDL = razéo
CT/HDL-C; TGHDL = razdo TG/HDL-C; ABChE = atividade total da BChE.
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TABELA 19. Médias (M) + desvios padrdes (DP) e resultados de testes t (p) das variaveis analisadas
em amostras dos controles de fenétipos CHE2 C5- e CHE2 C5+

Variavel

Controles

Idade (anos)
GLC (mg/dL)
CT (mg/dL)
TG (mg/dL)
logTG

HDL-C (mg/dL)

CTHDL
TGHDL
ABChE (kU/L)
AAB1 (KU/L)
AAB2 (KU/L)
AAB3 (KU/L)
AAB4 (KU/L)
AAB5 (KU/L)
AABS (KU/L)
AAB7 (KU/L)

CHE2 C5-

37,21 £15,94
86,14 + 6,46
173,72 £ 25,75
96,75 + 33,34
452+ 0,32
49,99 +12,72
3,68+ 1,06
213+ 117
457+ 1,18
0,64+ 0,37
0,04+ 0,03
0,03+ 0,02
0,57+ 0,27
0,60+ 0,24
0,07+ 0,06
0,14+ 0,06

CHE2 C5+ t (p)
40,32 + 13,10 0,9 (>0,30)
82,36+ 5,86 2,8 (<0,01)

121,20 + 37,67 8,8 (<0,0001)
85,16 +17,19 1,7 (>0,05) &

4,38 + 0,29 2,0 (<0,05)
52,44 + 14,40 0,8 (>0,30)
2,46 + 0,97 5,4 (<0,0001)
1,77+ 0,67 1,5 (>0,10)
6,29+ 1,90 6,1 (<0,0001)
0,96 + 0,41 4,0 (=0,0001)
0,05+ 0,04 1,8 (>0,05) *
0,04 + 0,03 2,0 (<0,05)
0,70+ 0,32 2,2 (<0,05)
0,82+ 0,38 4,0 (=0,0001)
0,13+ 0,14 3,9 (=0,0001)
029+ 0,16 9,0 (<0,0001)

CHE2 C5- N =159; CHE2 C5+, N = 25, pareados por idade e sexo. ; GLC = glicose; CT = colesterol total;
TG = triglicérides; logTG = logaritmo de TG; CTHDL = raz&o CT/HDL-C; TGHDL = razdo TG/HDL-C;
ABChE = atividade total da BChE. Os controles foram pareados por idade e sexo.

& 2 N e A
= valor préximo a significancia.
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6. DISCUSSAO

6.1 AMOSTRA TOTAL

Nos DM1 e DM2, as frequéncias do fenétipo CHE2 C5+ foram 13,46% +
3,35% e 14,29% + 2,89%, respectivamente. Essas frequéncias nao diferem (p > 0,30
e p > 0,10, respectivamente) das encontradas na amostra da populagéo geral de
Curitiba por CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al. (1991; 10,50% + 0,62%; N = 2.541).

6.2 DIABETICOS DE TIPO 1 E 2, DE FENOTIPO CHE2 C5-

Com referéncia as bandas da BChE, somente serdo analisadas as
atividades absolutas (AAs), que representam a atividade real de cada banda da
enzima. As atividades relativas (AR) foram determinadas com a finalidade de se
obter os valores de AA e, além disso, n&o representam valores efetivos da atividade
enzimatica. Por exemplo, se dois individuos apresentarem os mesmos valores de
AR de uma determinada banda, mas possuirem diferentes atividades totais, as AAs
desta banda ser&o diferentes.

Os resultados relacionados a B8 ndo ser&o discutidos, uma vez que esta
banda & composta pelo conjunto das bandas de maior peso molecular, como
tetrdmero e associagdes heterdlogas da BChE.

As freqUéncias de B6, quando comparadas entre DM1 e DM2 né&o se
mostraram diferentes significativamente (x> = 2,5, p > 0,10). Esta banda foi
observada por CIPRIANI (2000), em seu trabalho de Iniciacdo Cientifica, com
freqUéncia de 60% nas amostras de obesos (N = 121) e 76% nas de ndo obesos (N
= 133), valores significativamente diferentes (x* = 7,2; p < 0,01). B6 nao teve sua
composi¢ao descrita na literatura ainda, mas verifica-se que tanto em obesos,
quanto em diabéticos (DM1 e DM2), ha uma deficiéncia desta banda, quando

comparados aos controles nao diabéticos (89%). As frequéncias entre DM1 e os
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seus controles e entre DM2 e os controles foram significativamente diferentes (y? =
33,0; p <0,00001 e X2= 19,48; p < 0,00001, respectivamente).

As frequéncias de B2 em DM1 (95,5%), DM2 (88,9%) e nos controles
(95,6%) ndo mostraram diferencas significativas entre DM1 e DM2 (x* = 3,1, p >
0,05) e nem entre DM1 e controle (x = 0,1, p > 0,90), porém foi significativamente
menor para DM2 quando comparado ao controle (x° = 7,2; p < 0,01). Este resultado
pode estar relacionado ao fato dos pacientes DM2 apresentarem maiores valores
médios de AAB1, dificultando suas leituras. ALVES et al. (2004), em seu trabalho de
Iniciacdo Cientifica, encontrou frequéncias significativamente diferentes para B2
entre homens (91%) e mulheres (58% - %% = 6,32: p <0,05).

As freqUéncias de B3 para DM1 (95,5%) e DM2 (95,5%) e para os controles

(96,86%) ndo foram significativamente diferentes (x* = 0,3; p > 0,80).

6.2.1 Comparagéo entre as médias das diferentes variaveis

Como se pode observar nas comparagdes entre pacientes DM1 e DM2
(TABELA 3), as médias de todas as variaveis analisadas foram maiores em
pacientes DM2, exceto HbA¢., glicose e HDL-C, que se mostraram maiores nos
DM1. Isto comprova as diferencas entre DM1, que se caracteriza, em linhas gerais,
principalmente por disturbios no metabolismo de carbohidratos e DM2, caracterizada
por alteracbes relacionadas principalmente com metabolismo lipidico. Interessante
observar também que, nesta analise, os valores de ABChE foram maiores para
DM2, confirmando a relagc&o entre ABChE e o0 metabolismo dos lipides.

Comparando-se DM1 e seus controles ndo diabéticos (TABELA 5),
observou-se, além de maior média nos niveis de glicose, maiores valores medios de
CT, TG, CTHDL e TGHDL explicando por que a ABChE mostrou valores médios
mais elevados nos DM1 que nos seus controles, provavelmente em consequéncia
de altera¢des no metabolismo lipidico que acompanham o quadro de DM1.

Na comparacéo de DM2 com os controles (TABELA 6), além do maior valor
médio no nivel de glicose, notam-se valores significativos maiores para o0s
indicadores de dislipidemia (CT, TG e logTG) e de risco cardiaco (CTHDL, TGHDL).
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A média maior de logTG demonstra a maior freqUéncia de obesos neste tipo de DM,
uma vez que esta variavel apresenta relagéo direta com obesidade visceral (SIBLEY
et al., 2003). As elevagdes de CTHDL e de TGHDL, mostram o maior risco de DAC a
que estdo expostos estes pacientes (SHAI et al., 2004); TGHDL é um indice que,
nos indica o tamanho e a densidade das particulas de LDL (quanto maiores os
valores destes indices, menor o tamanho das particulas de LDL e menor sua
densidade), mostrando que o grau de influéncia destas particulas sobre o risco
aterogénico € maior nos pacientes DM2 (DOBIASOVA e FROHLICH, 2001). Em
relacdo a ABChE observou-se que a média também foi maior nos DM2, no entanto,
verificou-se que os valores de significancia para ABChE nos DM1 quando
comparados aos seus controles, sdo maiores que nos DM2, em relagdo aos seus
controles. Isto pode ser explicado pelo fato de os controles dos DM1 apresentaram
menor idade e menores valores médios das variaveis lipidicas que os controles dos
DM2, porque nado apresentam as mesmas alteragdes metabdlicas patoldgicas
observadas nos pacientes DM.

LANG (2004), estudando o comportamento de BChE em mulheres
climatéricas antes e apds o uso da terapia de reposicdo hormonal, em sua
Dissertacdo de Mestrado, relatou ter evidenciado a presenga de duas bandas
eletroforéticas, que ainda ndo haviam sido observadas nos Laboratoérios de Pesquisa
em Bioquimica Clinica e de Polimorfismo e Ligagéo, no Departamento de Genética,
da UFPR, e associou o aparecimento destas bandas com o inicio do periodo de
climatério. Estas bandas, que no presente trabalho corresponde a B2 e B3, estavam
ausentes ou muito fracas nas mulheres mais jovens, pré-climatéricas, e
apresentaram frequéncias de 89% para a banda que corresponde a B2 € 94% para
a que corresponde a B3, nas mulheres menopausadas. Apds uso de terapia de
reposicdo hormonal, observou que a média da AA da banda correspondente a B2
diminuiu significativamente (t = 2,22; p <0,05) e que a média da AA da banda que
corresponde a B3 também mostrou diminui¢do, porém nao significativa (t= 1,40; p >
0,10). Verificou ainda que antes da terapia de reposicdo hormonal (N = 54), a banda
correspondente a B2 mostrou correlagcao positiva com T4l (t = 0,33; p < 0,05) e a
correspondente a B3, correlacdo positiva com glicose (t = 0,34; p < 0,05); e apéds a

reposicao hormonal (N = 29), a banda que corresponde a B2 mostrou correlacéo
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positiva com TG (t = 0,41; p < 0,05) e a que corresponde a B3, correlagéo positiva
com glicose (t = 0,37; p <0,05) e T4L (t = 0,48; p < 0,01).

Pode-se observar que as AAB2 e AAB3 mostraram diferengas significativas
entre DM1 e DM2 (TABELA 4), caracteristica inexistente quando se realiza a
comparagdo entre DM1 e seus controles (TABELA 5) e DM2 e seus controles
(TABELA 6). Isto pode ser explicado pelo fato de que estas bandas apresentam
relacdo com hormoénios sexuais, tendo atividades possivelmente relacionadas
negativamente com estrogénios (LANG, 2004); as mulheres que compéem o grupo
dos DM2 e de seus controles apresentam maiores médias de idade que as do grupo
dos DM1 e de seus controles, portanto, € maior a probabilidade que estejam no
periodo de menopausa.

Existe a hipétese de que a producgéo de BChE seja controlada por fatores
sistémicos, incluindo varios horménios e tecidos (EDWARDS e BRIMIJOIN, 1983);
também de que o estradiol possua efeito inibitorio sobre a produgcdo de BChE
(GEVORKIAN et al., 1982) bem como os horménios glicocorticdides (VERJEE et al.,
1977; WEBER et al., 1999) e ainda, que a testosterona possua efeito estimulatorio
(KJELLSTRAND et al., 1985) sobre a produ¢éo de BChE. VENKATARAMAN et al.
(1990) ainda relatam uma significativa deplecdo na atividade de BChE durante a
gravidez.

Todas estas evidéncias levam a conclusdo que os hormonios sexuais estao
intimamente ligados ao controle da secre¢éo de BChE. No entanto, os resultados do
presente trabalho sugerem que este controle provavelmente se perca em diabéticos
e que as mulheres diabéticas mais jovens apresentam alteragcdes semelhantes as
das mulheres climatéricas.

Na comparacao entre as AAs das bandas dos DM1 e DM2 (TABELA 4),
todas as médias sdo maiores significativamente para os DM2. O aumento de AAB7 e
AAB1 nos pacientes DM2, reflete o aumento da degradagéo do tetrdmero da BChE,
formando trimero e monémero (SAEED et al.,, 1971) e, estando mais aumentados
nos DM2, leva a conclusdo que a BChE sofre maior degradacédo neste tipo de
diabetes. Esta afirmativa concorda com os resultados de ALCANTARA et al. (1999),
que demonstraram ocorrer maior degradacao do tetramero em obesos com maior

formacgao de trimero e monédmero, quando comparados a ndo obesos.
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Existe ainda uma possibilidade que no tecido adiposo haja maior formacao
destas duas bandas. A sintese de BChE é realizada principalmente no figado, como
dimero de dimeros (WESCOE et al., 1947; LEHMANN et al., 2000), mas também
ocorre em outros tecidos, como no tecido adiposo, existindo evidéncias de que a
producdo nestes locais seja controlada por mecanismos diferentes dos que
controlam a sintese hepatica (ORESKOVIC e KUNEC-VAJIC, 1992; POPOVIC et al.,
1998). ANNAPURNA et al. (1991) demonstraram que a insulina possui ag&o inibitoria
na secre¢ao hepatica de BChE. Estas conclusbes sdo suportadas pelo fato de AAB5
(dimero) possuir maior média nos controles dos DM2 e, nestes, maior média que nos
DM1, os quais ndo apresentaram diferenca significativa de seus controles. Nos DM2
ha maior producdo de lipoproteinas, conseqléncia do excesso de acidos graxos
provenientes do aumento da lipdlise neste tipo de DM, que também tem como
caracteristica hiperglicemia. Estes dados corroboram a relagdo existente entre a
sintese da BChE e o metabolismo de lipoproteinas.

O aumento nas atividades médias do monémero ligado a albumina (AAB4)
nos DM2, quando comparados aos DM1 (TABELA 4) e aos seus controles (TABELA
6) pode estar relacionado a maior lipdlise nos DM2, uma vez que esta banda
mostrou estar ausente em obesos sedentarios, aparecendo quando 0s mesmos
iniciam exercicio e dieta (dados a serem publicados).

Os DM1 também possuem maior lipdlise (maior média de AAB4) e maior
degradacdo ou producdo extra-hepatica de BChE (maiores médias de AAB1 e
AAB7) quando comparados aos seus controles, entretanto ndo possuem aumento

de AABS. Nota-se ser esta uma das principais diferencas entre DM2 e DM1.

6.2.2 Correlagbes entre as variaveis

As analises de correlagbes serdo discutidas juntamente com as analises de

regressao multipla escalonada.
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6.2.3 Analises de regressdo multipla escalonada

Na TABELA 12, nas analises de regressao multipla escalonada, tendo as
bandas da BChE como variaveis dependentes nos DM1, e como independentes as
demais variaveis, observa-se que o IMC correlacionou-se negativamente e
significativamente com AAB2, AAB3, AAB5, AAB6 e AAB7. E interessante observar
que ABChE em diversos trabalhos tem apresentado correlagéo positiva com peso
corporal e IMC (CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al., 1991; ALCANTARA et al., 2003),
enquanto em pacientes DM1 a correlacdo mostrou-se inversa, o que pode ser
explicado pela falta de insulina nestes pacientes, que leva a inibicdo na deposicao
de adiposidade tecidual. PD correlacionou-se positiva e significativamente com
AAB5, AAB6 e AAB7, mostrando estar relacionada tanto com a produgdo hepatica
de BChE (dimero / B5) quanto com a sua degradacéo (trimero / B7) nos DM1. Com
referéncia a B6, ndo se conhece sua composi¢cdo. A glicose mostrou correlagao
positiva e significativa somente com AAB3; concordando com os resultados obtidos
por LANG (2004), que mostrou correlacdo de AAB3 com glicose em mulheres
climatéricas antes e depois de terapia de reposicdo hormonal. CT apresentou
correlagcéo positiva com AAB6 e AAB7, e TG correlacionou-se positivamente com
AABS, corroborando a ligagédo da BChE com o metabolismo dos lipides. TGHDL
correlacionou-se positiva e significativamente com AAB1, AAB2, AAB3 e AAB4; A
relacdo com AAB1 e AAB2 pode refletir o maior risco de DAC observado em
homens, uma vez que aumento de AAB2 foi observado no sexo masculino (ALVES
et al., 2004) e com AAB4, como citado anteriormente, com um aumento na lipdlise.

AAB1 (mondmero) foi a variavel que teve sua variancia melhor explicada
(35%), ou seja o aumento médio de TGHDL e idade com diminuicdo de PS
explicaram 35% da variacdo de AAB1.

Ainda é notdrio que, apos 0s ajustes realizados pelas analises de regressao
multipla escalonada, entram na significancia algumas variaveis que nao apresentam
correlacdo significativa com as AAs das respectivas bandas nas analises de
correlacéo simples (por exemplo, AAB1 e idade; TABELA 7). Algumas variaveis, por
outro lado, ndo foram enquadradas na analise, por apresentarem forte correlagéo
com as variaveis que entraram no modelo (por exemplo: AAB5 que se correlacionou
com CT e ndo com TG - TABELA 10).
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Na TABELA 13, as analises de regressdo multipla escalonada, tendo as
AAs das bandas da BChE como variaveis dependentes, em pacientes DM2,
mostraram que a raga apresentou correlacdo com AABS; o que pode refletir a maior
predisposi¢céo para diabetes e hiperglicemia em individuos negroides (BOLEN et al.,
2000) e CALT mostrou correlagéo (+) com AAB1, AAB2, AAB3, AAB4 e AAB5. CALT
€ um indice agrupador de fatores de risco para DAC, como hipertenséo,
hiperglicemia, hipertrigliceridemia e baixo HDL-C (HSIEH et al., 2003) e que é capaz
de apontar individuos com alto risco para DAC, sendo capaz de indicar o risco para
diabetes, hipertenséo e dislipidemia (SAYEED et al., 2003). As AAs de B1 a B7 se
correlacionaram com os indicadores de dislipidemia (Apo B e TG com AAB4; CT
com AAB2 e AABS5 e logTG com AAB3) e também com o indicador de risco
coronariano CTHDL (correlagdo com AAB1, AAB6 e AAB7). Somente a idade
apresentou correlagéo negativa com AAB6 e AAB4 (mondmero-albumina) mostrando
que nos pacientes DM2 a lipdlise € maior nos pacientes de menor idade.

AAB1 também teve sua variagdo melhor explicada nos DM2. O aumento de
CTHDL, CALT neste tipo de diabetes explicou 30% da variagcdo de AAB1. Os
resultados de CALT e CTHDL mostram o maior risco de DAC, por associagéo, B1
pode também mostrar este risco.

Pode-se observar, na TABELA 14, que as analises de regressao multipla
escalonada realizada nos controles, mostrou que as AAs das bandas se
correlacionaram positiva e significativamente com idade (AAB1 - AAB7) e
negativamente com sexo (AAB2, AAB3, AAB4, AAB6 e AAB7 maiores valores
médios em homens que em mulheres). A glicose mostrou correlagdo negativa com
AAB5 e AABG, ou seja, quanto maior a atividade destas bandas, menores os niveis
de glicemia nestes individuos. CT correlacionou-se positivamente apenas com AAB7
(trimero) e TG com AAB1 (mondmero), demonstrando que 0 aumento na produgéo
destas duas bandas se relacionam com o0 aumento em suas producdes. As AAs de
BS5 a B7 se correlacionaram com o fator de risco cardiaco CTHDL. AAB6 teve a
variagcdo mais bem explicada (39%) na analise de regress&o multipla escalonada,

entretanto, ndo se conhece ainda a composi¢cao desta banda.
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6.2.4 Comparagéo das médias das variaveis, analisadas no presente estudo, antes e

apo6s a diminui¢do nos valores de HbA+.

Uma vez que a glicagdo da Hb ndo é enzimatica e os eritrécitos s&o
completamente permeaveis a glicose, a quantidade de HbA:; reflete a média da
glicemia plasmatica a que foram expostas as células, durante seu tempo de vida,
que corresponde a aproximadamente 120 dias, e elevagcbes momentaneas na
glicemia, afetam muito pouco os valores de HbA. (KAPLAN e PESCE, 1996). Como
um dos objetivos no tratamento do diabetes € a manutenc&o dos valores glicémicos
dentro da faixa de normalidade, sem flutua¢des importantes, as medidas de HbA:.
sd0 de grande valia na avaliacdo da eficacia da terapia. Por exemplo, o decréscimo
de 1% no valor de HbA; resulta em melhora do quadro diabético com diminuicéo de
30% no risco de complicagbes cardiovasculares (GRIMALDI e HEURTIER, 1999).

Nas TABELAS 15 e 16, pode-se observar que nos DM1 e DM2,
respectivamente, a reducdo média nos valores de HbA¢., resultou em diminui¢coes
significativas na maioria das variaveis antropomeétricas e bioquimicas. Isto demonstra
uma melhora no quadro metabdlico geral. Uma melhora do quadro clinico dos
pacientes, apds o tratamento ja era esperado (GONEN et al., 1985).

ABChE diminuiu significativamente tanto nos DM1, quanto nos DM2.

Com relacdo as AAs nos DM1, AABS (dimero) mostrou diminuigdo
significativa, representando diminui¢do na sintese hepatica de BChE, possivelmente
porque estes pacientes fazem uso de insulina no tratamento. AAB3 mostrou reducéo
com valor préximo a significancia, demonstrando o controle da glicemia; e AAB7
diminuiu, mostrando menor degradacao e/ou sintese extra hepatica da BChE. Houve
aumento nao significativo de AAB4, gerando em emagrecimento dos pacientes apos
o tratamento, mostrado pelas diminui¢bes significativas nos valores médios de IMC,
RCQ e CALT. Algumas variaveis relacionadas ao metabolismo lipidico n&o
apresentaram reducao significativa, provavelmente porque, nos DM1, suas
alteragGes nao eram to intensas quanto nos DM2 (TABELA 3).

Resultados semelhantes foram obtidos para os paciente DM2 (TABELA 16),
que apresentaram diminuicdes médias nas AAB7, AAB5, AAB3 (préximo a

significancia), com aumento médio de AAB4.
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Tanto nos DM1 quanto nos DM2 foram observados aumentos de AAB1, o
que néo era esperado, uma vez que geralmente esta variavel acompanha as
variagbes de AABY7, entretanto, parece que com o tratamento a producdo extra

hepatica da BChE gera mais mondmero do que trimero.

6.3 ANALISES DOS FENOTIPOS CHE2 C5- E CHE2 C5+

Nas TABELAS 17, 18 e 19 s&o apresentados respectivamente, os
resultados das comparacbes das variaveis de DM1, DM2 e controles entre os
fendtipos de CHEZ.

Pode-se observar, nas TABELAS 17 e 18, que tanto DM1 quanto DM2 néo
apresentaram diferencas significativas em relagdo as variaveis antropométricas e
bioquimicas nos fenotipos CHE2 C5- e CHE2 C5+, porém os ultimos mostraram
maiores médias de ABChE e nas atividade de algumas bandas. DM1 (TABELA 17)
mostrou ABChE 25,5% maior nas amostras CHE2 C5+ em relagdo as amostras
CHE2 C5-, e DM2 mostrou ABChE 14,8% maior.

Tanto nos DM1, quanto nos DM2 CHE2 C5+ (TABELAS 17 e 18), AAB1,
AAB4 e AAB7 (alguns com valores préximos a significancia) apresentaram maiores
valores médios sugerindo maior lipdlise, e maior degradacdo e/ou producio extra
hepatica da BChE neste tipo de fendtipo.

Diferentemente dos diabéticos, os controles (TABELA 19) mostraram
diferencas significativas nas médias de algumas variaveis antropométricas e
bioquimicas. Os controles CHE2 C5- apresentaram pior perfil metabdlico que os
CHE2 C5+, com valores mais altos de glicose, CT, TG, logTG, CTHDL, TGHDL e
menores de HDL-C. Além disso, ABChE nos CHE2 C5+ mostrou-se 42% maior que
nos CHE2 C5-, valor préximo ao apresentado por SIMPSON (1966), que encontrou
atividade 48% maior para ABChE em individuos CHE2 C5+ de uma populagéo
nordestina brasileira em relacdo a CHE2 C5- e por PRIMO-PARMO et al. (1996),
que encontrou aumento de 50% em amostras CHE2 C5+ de indios Pacaas, em
relacdo aos CHE2 C5-. O perfil das bandas da BChE também se mostrou diferente

nos controles, com valores significativamente maiores nos CHE2 C5+ para todas as
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AAs das bandas, exceto para a banda 5 (diferenca nao significativa), maior para os
CHE2 C5-.

Estas diferencas, observadas nos controles, principalmente em relagdo aos
disturbios antropométricos e bioquimicos, levam a suposi¢cdo que os portadores do
fenétipo CHE2 C5+ possuam certa protegcdo relativa quanto aos disturbios

metabdlicos e que esta suposta protecao seja perdida nos diabéticos.
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7. CONCLUSOES

A) A frequéncia encontrada do fendtipo CHE2 C5+ na populagao diabética
estudada foi de 13,46 + 3,35 para diabéticos do tipo 1 e de 14,29 £ 2,89 para os
diabéticos tipo 2, nao diferindo daquela encontrada na populagéo geral de Curitiba;

B) Diabéticos do fendtipo CHE2 C5- apresentam deficiéncia da banda 6,
cuja composicdo ainda é desconhecida, da mesma maneira que os individuos
obesos;

C) Pacientes DM2 do fenétipo CHE2 C5- possuem maior média de ABChE
que os DM1 e os nao diabéticos, pelo fato de apresentarem alteragdes mais intensas
no metabolismo de lipides;

D) Nos diabéticos CHE2 C5-, as atividades das bandas 2 e 3 (também de
composi¢cdo ainda desconhecida), apresentaram maiores médias para os DM2,
refletindo uma deficiéncia hormonal nas mulheres de maior idade, em relacéo as
DM1 e as né&o diabéticas, uma vez que o estrogénio promove inibicdo na produgao
de BChE; ainda, como as atividades destas bandas ndo se mostraram diferentes
quando comparados diabéticos com n&o diabéticos, levanta-se a hipdtese que, nos
diabéticos, ocorra uma perda deste controle hormonal sobre a producéo de BChE;

E) As correlagdes das bandas com os indicadores de obesidade foram
diferentes nos pacientes CHE2 C5- DM1 e DM2, com relag&o negativa do IMC para
os DM1 e positiva de CALT para os DM2, que caracteristicamente s&o mais obesos.
Provavelmente, a correlacdo negativa nos DM1 seja consequéncia da falta de
insulina, que leva a inibicdo da deposi¢ao periférica de gordura;

F) Em DM2, CHE2 C5-, a banda 3 mostrou correlacdo com a raga,
demonstrando a maior predisposicdo dos individuos negréides a desenvolverem
diabetes e quadros de disturbios do metabolismo da glicose. A banda 4 mostrou
correlagdo negativa com a idade; pode-se concluir que sua atividade se reduz pela
diminuic&o da lipdlise e o aumento da deposi¢céo de gordura;

G) Nos DM2, CHE2 C5-, observou-se um aumento médio nas AAs de B4
(mondémero-albumina), dando indicacdo de maior lipdlise nestes pacientes; B1

(monémero) e B7 (trimero) relacionados a maior degradacdo e/ou maior produgao
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extra hepatica da BChE e de B5 (dimero) indicando maior producédo hepatica dos
tetrameros.

H) Os DM1 também mostraram aumentos de B1, B4 e B7, porém n&o de
B5, fato este que talvez possa ser usado para diferenciar DM1 de DM2.

[) Apds o tratamento, com diminuicdo da HbAs, a ABChE diminuiu
significativamente nos DM1 e DM2, CHE2 C5-, refletindo a melhora no quadro
metabodlico dos diabéticos;

J) ABChE dos DM1 CHE2 C5+ mostra-se 25,5% maior que dos CHE2 C5-;
14,8% maior nos DM2 e 42% maior nos ndo diabéticos;

K) A comparagao entre os individuos nao diabéticos CHE2 C5+ e CHE2
C5- mostra que os CHE2 C5+ possuem melhor perfil metabdlico que os CHE2 C5-,
levando a suposig¢éo que o fendtipo CHE2 C5+ dé ao seu portador uma protecéo
relativa frente a disturbios metabdlicos;:

L) As analises envolvendo o fendtipo CHE2 C5+ apresentam uma certa
deficiéncia devido ao pequeno numero da amostra, merecendo atencédo de

pesquisas futuras quanto ao numero mais significativo de individuos.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO

a) Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo intitulado “Variabilidade da
butirilcolinesterase no diabetes mellitus’. E através das pesquisas clinicas que ocorrem 0s
avancgos na medicina, e sua participacio é de fundamental importancia.

b) O objetivo desta pesquisa é dar indicacbes da possivel funcido biolégica da enzima
butirilcolinesterase no organismo humano.

¢) Como em qualquer tratamento vocé poderd experimentar alguns desconfortos, principalmente
relacionados a coleta de sangue.

d) Estdo garantidas todas as informacgdes que vocé queira, antes durante e depois do estudo.

e) A sua participacéo neste estudo € voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar participar do estudo,
ou se aceitar a participar, retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato nao
implicara na interrupgéo de seu atendimento, que esta assegurado.

f) As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos e bioquimicos
que executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informagéo for
divulgada em relatério ou publicagdo, isto serd feito sob forma codificada, para que a
confidencialidade seja mantida.

g) Todas as despesas necessdarias para a realizacdo da pesquisa (exames, medicamentos, etc)...
Né&o séo da responsabilidade do paciente.

h) Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé tera a
garantia de que qualquer problema decorrente do estudo sera tratado no préprio H.C.

i) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um c6digo.

Eu, li 0o texto acima e compreendi a

natureza e objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. A explicacdo que recebi
menciona 0s riscos e beneficios do estudo e os tratamentos alternativos. Eu entendi que sou
livre para interromper minha participacdo no estudo a qualquer momento sem justificar minha
decisdo e sem que esta decisédo afete meu tratamento com o meu médico. Eu entendi o0 que ndo
posso fazer durante o tratamento e sei que qualquer problema relacionado ao tratamento sera
tratado sem custos para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Assinatura do paciente Data Prof. Vania M. Alcantara
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ANEXO I

HOSPITAL DE CLINICAS — UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Curitiba, 28 de junho de 2.002.

limo (a) Sr. (a)
Vania Manfredini Alcantara
Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado "VARIABILIDADE DAS FORMAS DE BAIXO PESO
MOLECULAR DA BUTIRILCOLINESTERASE NO DIABETES MELLITUS TIPO 1 E TIPO 2", foi analisado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parané. O referido projeto atende aos aspectos das Resolu¢cdes CNS 196/96 , 251/97 e 292/99, sobre

Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres: Humanos.
Protocolo CEP-HC N° 327.037/2001-04.

Atenciosamente.

Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de
Clinicas -UFPR

Dr. Renato

86



